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1 Einleitung

Die Amniontransplantation ist in der Humanmedizin eine etablierte Methode fiir die chi-
rurgische Versorgung verschiedener kornealer und konjunktivaler Erkrankungen. Sie
kommt inzwischen auch in der Veterinirmedizin auf diesem Gebiet zum FEinsatz. Dazu
gehoren beim Menschen vor allem korneale Ulzerationen, die limbale Stammzelldefizienz,
die bull6se Keratopathie, das Pterygium, das Symblepharon, Veritzungen, sowie Neopla-
sien der Hornhaut oder Konjunktiva (LIU et al. 2010, MELLER et al. 2011). Beim Tier
kommt vor allem die equine Amnionmembran (EAM) sowohl als allogenes als auch xeno-
genes Transplantat zum Einsatz. So wird sie mitunter bei einschmelzenden Ulzerationen,
kornealer Malazie oder fungaler Keratitis am Pferdeauge eingesetzt (LASSALINE et al.
2005, PLUMMER et al. 2009). Weiterhin zdhlen auch groBflichige korneo-limbale Defekte
nach Tumorentfernung zu den Anwendungsgebieten der EAM (OLLIVIER et al. 2000).
Beim Hund sind als hauptsichliche Indikationen ebenfalls korneale Ulzerationen zu nen-
nen (OLLIVIER 2008, ARCELLI et al. 2009). Des Weiteren kam die Amnionmembran
(AM) bei dieser Spezies ebenfalls nach der Entfernung korneo-limbaler Dermoide und
Inklusionszysten sowie fiir korneale Erosionen erfolgreich zum Einsatz (KALPRAVIDH
et al. 2009, KIM et al. 2009, CHOI et al. 2010). Fir die Rekonstruktion von kornealen
Defekten beim Hund wird in den erwihnten Studien in aller Regel EAM verwendet. Ledig-
lich KALPRAVIDH et al. (2009) verwenden kanine Amnionmembran (KAM) nach

Dermoidentfernung am Hundeauge.

Die AM eignet sich aufgrund ihrer Eigenschaften als biologisches Transplantat am Auge
und ist anderen Rekonstruktionsmoglichkeiten in einigen Punkten tberlegen. Durch ihre
niedrige Immunogenitit (AKLE et al. 1981), kommt es selten zu einer Abstoungsreaktion,
die zum Beispiel bei korneo-kornealen Transplantationen eine gefiirchtete Komplikation
darstellt, wenn kein Immunsuppressivum verabreicht wird (LACERDA et al. 2017). Im
Gegensatz zu konjunktivalen Verschieplastiken oder konjunktivalen Transplantationen,
welche immer zu einer gewissen Transparenzminderung der Kornea fithren (GELATT und
GELATT 2011), kommt es durch die Verwendung von AM aufgrund ihrer avaskuliren
Struktur sowie ihrer antiinflammatorischen (BOURNE 1960, HAO et al. 2000, SHIMMU-
RA et al. 2001, SOLOMON et al. 2001) und narbenreduzierenden Eigenschaften (TSENG
etal. 1999, LEE et al. 2000) regelmaBig zu einer Verbesserung der Transparenz der Kornea
und damit des Visus (LEE und TSENG 1997, KALPRAVIDH et al. 2009, BARACHET-
TT et al. 2010). Weitere Eigenschaften, welche die korneale Wundheilung positiv beeinflus-
sen sind die Forderung der Reepithelisierung (YANG et al. 2006, LO und POPE 2009),
eine gute Wundadhirenz (LO und POPE 2009) sowie antimikrobielle Faktoren (MAO et
al. 2017).



Nachdem die humane Amnionmembran (HAM) bereits bis zur Mitte des 20sten Jaht-
hunderts zur Behandlung von Brandwunden und als Hauttransplantat Verwendung fand
(DAVIS 1910, SABELLA 1913, DOUGLAS 1952) wurde ihre Verwendung danach auf-
grund ihrer potentiellen Infektiositit eingedimmt. Erst mit der Etablierung neuer Konser-
vierungsverfahren wie der Kryopriservation durch LEE und TSENG (1997) ergab sich
wieder eine hiufigere Nutzung der HAM. Durch diese Art der Lagerung wird die zwei-
malige serologische Testung des Spenders auf potentielle Infektionskrankheiten wie HIV,
Hepatitis B und C, Syphilis sowie eine Zytomegalievirusinfektion, direkt nach der Geburt
und sechs Monate spiter zur Detektion einer etwaigen Serokonversion, méglich (LO und
POPE 2009). Mit der Zeit entwickelten sich noch viele andere Methoden zur Konservie-
rung/Sterilisierung der HAM wie die Lyophilisierung, die Lufttrocknung, die Behandlung

mit y-Strahlen sowie die Verwendung von Peroxyessigsaure. Unter diesen ist die Kryo-
priservation das am haufigsten angewendete Verfahren zur Haltbarmachung der HAM,
welche zu rekonstruktiven Zwecken am Auge eingesetzt wird. Unterschiedliche Studien
haben gezeigt, dass durch sie sowohl die strukturellen als auch die biologischen Figen-

schaften der HAM bei lingeren Lagerungszeit bis zu 24 Monaten gut erhalten bleiben
(THOMASEN et al. 2011, COOKE et al. 2014).

Beim Hund spielt die Verwendung autologer AM zur Zeit noch eine eher untergeordnete
Rolle. Zudem existieren derzeit keine belastbaren Daten tUber die Qualitit und Qualitits-
inderungen im Laufe der Kryolagerung sowie iber den Einsatz kryokonservierter KAM
zur Behandlung kornealer Lisionen beim Hund. Ziel der hier vorgelegten Arbeit ist es
deshalb die kanine Amnionmembran hinsichtlich ihres morphologischen und mikrobiellen
Zustandes vor sowie unter/nach dem Einfluss der Kryopriservation zu untersuchen und

damit den Weg fiir ihre klinische Anwendung am Hundeauge zu ebnen.

Dabei ergeben sich die folgenden drei zentralen Fragestellungen:
1. In welchem Zustand befindet sich die KAM unmittelbar nach der Entnahme?
2. Wie wirkt sich der Gefrierprozess auf die KAM aus?

3. Welchen Einfluss hat die Langzeitkonservierung in Glycerin bei - 80 °C auf die KAM?



2 Literaturubersicht

2.1 Die Kornea (Hornhaut)

Die duflere Augenhaut (Tunica fibrosa bulbi) besteht aus der Hornhaut und der Lederhaut
(Sclera) (NICKEL et al. 2004, Kapitel Sehorgan). Zusammen iibernehmen sie vor allem
mechanische Figenschaften und schitzen das Auge vor dulleren Noxen. Dabei ist die
Sklera, bestehend aus vorwiegend festen Kollagenfaserbundeln (NICKEL et al. 2004,
Kapitel Sehorgan), die stabilisierende und formgebende Schicht des Auges. Des Weiteren
erlaubt die Transparenz der Kornea den Einfall von Licht in das Augeninnere. Neben der
Linse und dem Glaskoérper ist sie fir den grofiten Teil der Lichtbrechung verantwortlich
(MEEK und FULLWOOD 2001). Der Hund hat eine annihernd runde Hornhaut, deren
horizontaler Durchmesser 13 bis 17 mm betrigt (WALDE 2008). Die durchschnittliche
Dicke der Hornhaut betrigt beim Hund 562 £ 6,2 pm, wobei diese in der Peripherie um
durchschnittliche 49,43 + 8,45 um dicker ist als im Zentrum (GILGER et al. 1991). Bei
Katzen betrigt die durchschnittliche zentrale Korneadicke 578 + 64 um (GILGER et al.
1993). Hier besteht kein signifikanter Unterschied zwischen zentraler und peripherer Dicke
der Hornhaut. Der Ubergang des durchsichtigen Hornhautepithels in die Lederhaut stellt
den Limbus dar (VAN BUSKIRK 1989). Die Kornea bildet tber ihre Vorwolbung aus
dem Augapfel den vorderen Augenpol. Das Zentrum des vorderen Augenpols ist der
Vertex corneae (TOTH et al. 2010). Die Hornhaut besteht aus 3 Zonen, die nahezu gren-
zenlos ineinander tbergehen. In der Mitte der Kornea befindet sich die zentrale Zone.
Darauf folgt die periphere Zone, welche bis zur inneren Limbusgrenze reicht. In der
dritten Zone, der limbalen Zone, gehen Kornea und Sklera ineinander iber (CLARK
1974).

2.1.1 Histologischer Aufbau der Kornea

Die Hornhaut ist, wie in Abbildung 1 dargestellt, histologisch in fiinf Schichten unterteilt.
Die duflerste Schicht bildet das vordere Hornhautepithel (Epithelium anterius corneae).
Auf dieses folgt die vordere Grenzmembran (Lamina limitans anterior oder Bowmansche
Membran). In der Mitte der Hornhaut befindet sich die Eigenschicht der Hornhaut (Sub-
stanzia propria oder Stroma). Die hintere Grenzmembran (Lamina limitans posterior oder
Descemetsche Membran), welche sich dem Stroma anschlie3t, trennt dieses vom hinteren
Hornhautepithel (Epithelium posterius corneae oder Endothel) (SMOLLICH und MI-
CHEL 1992, LIEBICH und BUDRAS 2010).

Das Hornhautepithel ist ein unverhorntes Plattenepithel (IKENYON 1979), welches beim
Fleischfresser eine Dicke von circa 25-40 um aufweist und beim Hund laut SMOLLICH



und MICHEL (1992, Kapitel: Sinnesorgane) aus 5-8 Zelllagen besteht. Die Dicke des
Epithels nimmt von der Peripherie zum Zentrum der Hornhaut ab (GELATT et al. 2013,
Kapitel: Ophthalmic anatomy). Das Epithel ist in sich nochmals in drei Schichten unter-
teilt. Die basale Schicht (Stratum basale) besteht aus einer Reihe sdulenartig angeordneter
Zellen (SHIVELY und EPLING 1970), welche anteilig die Bausteine der Basalmembran
bilden (KENYON 1979). Die Zellen des Stratum basale sind tiber Hemidesmosomen mit
der Basalmembran verbunden (BUCK 1983). Die Basalmembran selbst besteht aus
Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin und Heparansulfan und ist so die Basis fir die
Epithelzellmigration (LEVIN et al. 2011, Kapitel: cornea and sclera). Dem Stratum basale
ist die mittlere Schicht (Stratum intermedium) aufgelagert. Diese besteht beim Fleisch-
fresser aus zwei bis drei Schichten polygonal geformter Zellen (GELATT et al. 2013,
Kapitel: Ophthalmic anatomy). Darauf folgt die oberste Schicht (Stratum superficiale) aus
longitudinalen und flachen Zellen. Uber die Ausformung von tight junctions zwischen den
Zellen, entsteht ein dichter Zellverband mit einer geringen Permeabilitit (KENYON
1979). Die Supertfizialzellen werden in regelmiligen Abstinden per Desquamation in den
Trinenfilm abgegeben und durch nachgeschobene Zellen ersetzt (HANNA et al. 1961,
SMOLLICH und MICHEL 1992, Kapitel: Sinnesorgane). Nach der Abschilferung der
oberflichlichen Epithelzellen entstehen zunichst kleine Defekte in der Oberfliche der
Hornhaut (HABERICH und LINGELBACH 1982). Diese werden durch die Einwande-
rung neuer Epithelzellen aus dem korneoskleralen Limbus wieder verschlossen. Der Lim-
bus stellt auch eine Trennung zwischen konjunktivalen und kornealen Zellen her und
verhindert so die Migration von konjunktivalen Zellen auf die Hornhautoberfliche (DUA
und AZUARA-BLANCO 2000). Auf der Oberfliche der Hornhaut befindet sich auB3er-
dem Kkleinere fingerférmige Ausstulpungen (Microvilli) sowie kurze Falten (Mikroplicae)
und lange Falten (Microridges). Diese dienen durch die VergroBerung der Zelloberfliche
dem Transport von Nahrstoffen in die Zelle sowie dem Abtransport von Stoffwechsel-
produkten aus ihr heraus (COLLIN und COLLIN 2000).

Die vordere Grenzmembran (Bowmansche Membran) bildet die erste und damit duf3erste
Schicht des Stromas. Sie ist beim Hund allerdings nicht anzutreffen (ODA und FUKUDA
SHOICHI 1962). Die Eigenschicht (das Stroma) nimmt ungefihr 90 % der gesamten
Hornhaut ein und besteht aus kollagenhaltigem Bindegewebe (POOLE et al. 1993). In der
extrazelluliren Matrix sind vereinzelt Keratozyten zu finden (MAURICE 1957), bei denen
es sich um differenzierte Fibroblasten handelt. Ihre Aufgabe ist der Aufbau und Aufrecht-
erhaltung der extrazelluldren Matrix und damit die Erhaltung der stromalen Integritit sowie
der hochorganisierten Struktur, welche maligeblich zur kornealen Transparenz beitrigt
(POOLE et al. 1993). Thre Dichte nimmt von anterior nach posterior ab (HAHNEL et al.
2000, KAFARNIK et al. 2007), wobei die Keratozyten nahe der Hornhautoberfliche im
Vergleich zum hinteren Bereich des Stromas in ungeordneter Form vorliegen (MULLER et
al. 1995). Die Keratozyten des Stromas stehen tiber Zellfortsitze miteinander in Verbin-
dung, sodass ein funktionelles Geflecht entsteht (KANG und KO 2005). Weitere zelluldre



Bestandteile des Stromas sind sogenannte Wanderzellen, die in der Regel als Leukozyten
anzusprechen sind (GELATT et al. 2013, Kaptitel: Ophthalmic anatomy).

Die extrazellulire Matrix besteht aus dichten, parallelangeordneten Kollagenfibrillen,
welche sich in einem Grundgeriist aus Glykoproteinen und Proteoglykanen befinden
(MAURICE 1957). Die Kollagene des Typs I, III, V, VI und XII sind hierbei die Hauptbe-
standteile des Stromas (GELATT et al. 2013, Kaptitel: Ophthalmic anatomy). Das Grund-
geriist besteht aulerdem aus Keratansulfat, Dermatansulfat und Chondroitin-4-sulfat und
ist in der Lage Wasser zu binden (CASTORO et al. 1988), sodass der Wassergehalt des
Stromas 78 % betrigt (BETTELHEIM und PLESSY 1975). Die in Biindeln angeordneten
Kollagenfibrillen bilden durch zahlreiche Verbindungen miteinander sogenannte Lamellen
und damit ein dreidimensionales Fasernetzwerk (RADNER et al. 1998). Die Anordnung
der Lamellen ist im hinteren Anteil gleichmal3iger als im vorderen Drittel des Stromas
(MULLER et al. 2001). Die Transparenz der Kornea basiert auf der besonderen Ausrich-
tung der Kollagenfibrillen sowie der Beschaffenheit des Stromas (LEVIN et al. 2011,

Kapitel: Cornea and sclera).

Die hintere Grenzmembran (Descemetsche Membran) markiert die Trennung zwischen
Sttoma und dem Korneaendothel. Sie fungiert als Basalmembran und wird von den
Endothelzellen der Kornea produziert (LABERMEIER und KENNEY 1983). Die Anfir-
bung ist, wie bei allen Basalmembranen, mit Hilfe der PAS-Reaktion méglich (DAY 1950).
Die Descemetsche Membran (DM) lisst sich elektronenmikroskopisch nochmals in drei
Schichten unterteilen. Dazu gehort eine dem Stroma zugewandte diinne ungestreifte
Schicht, an die sich eine breite gestreifte Schicht anschlieBt. Dem Endothel zugewandt
befindet sich nochmals eine breitgestreifte Schicht (GELATT et al. 2013, Kapitel:
Ophthalmic anatomy). Durch eine sehr regelmalBBige Struktur nimmt JAKUS (1956) eine
héhere Widerstandsfahigkeit im Vergleich zum Stroma an. GELATT et al. (2013, Kapitel:
Ophthalmic anatomy) bezeichnen sie deshalb als eine Schutzschicht im Bereich der

Kornea.

Das hintere Hornhautepithel (Endothel) ist ein einschichtiges Plattenepithel (DRENCK-
HAHN et al. 2004, Kapitel: AuBere Augenhaut (Tunica fibrosa bulbi)) aus einer Lage
isoprismatischer Zellen (RODRIGUES et al. 2006), welche ein hohes Mal3 an metaboli-
scher Aktivitit aufweisen (GELATT et al. 2013, Kapitel: Ophthalmic anatomy). Elektro-
nenmikroskopisch ldsst sich eine mosaikdhnliche Anordnung der Zellen erkennen
(SHERRARD und NG 1990). Die Endothelzellen tragen apikal zarte mikrovillidhnliche
Fortsitze, die in die vordere Augenkammer hinein reichen (DOUGHTY 1998). Des
Weiteren besitzt jede Endothelzelle eine sogenannte Primarzilie (GALLAGHER 1980).
Die Endothelzellen besitzen nur eine geringe Teilungsfahigkeit, weshalb die Erhaltung der

Integritit des Endothels vor allem durch ZellvergroBerung und Zellmigration gewiéhrleistet
wird (GWIN et al. 1982, MACCALLUM et al. 1983).
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Abbildung 1: Lichtmikroskopisches Bild einer physiologischen kaninen Kornea, H.E-Firbung,
200fache Vergrofierung

Quelle: https:/ /www2.vetmed.ucdavis.edu/courses/vet_eyes/eye_path/epath_overview_index.htm

2.1.2 Physiologie der Kornea

Die Hornhaut sorgt unter allen Brechmedien des Auges fiir die stirkste Brechkraft
(HOLLY und LEMP 1977). Die Hornhaut macht 70 % der Brechkraft des Auges aus und
erlaubt den Eintritt von mehr als 90 % des auftreffenden Lichtes (HATAMI-MARBINI
und ETEBU 2013). Das Licht wird durch die konvexe Krimmung der Hornhaut gebiin-
delt und auf der Netzhaut zu einem Bild projiziert (GELATT et al. 2013, ARNOLD 2015).
Je stirker die Krimmung der Kornea, desto stirker ist ihre Brechkraft. So haben kleine
Augen wie beispielsweise die von Katzen eine deutlich hohere Brechkraft als grofle Augen
mit einer flacheren Hornhaut wie zum Beispiel die des Pferdes (GELATT et al. 2013).

Die Versorgung der avaskuliren Hornhaut mit Sauerstoff, Glukose und essentiellen Nihr-
stoffen erfolgt durch die wissrige Schicht des Trinenfilms (ROLANDO und ZIERHUT
2001) sowie durch das Kammerwasser und den Kapillaren im Limbusbereich. Die zuge-
fihrte Glukose wird hauptsichlich fiir die Herstellung von Adenosintriphosphat (ATP)
benotigt. Das ATP wird dann fiir die Erhaltung des relativen Dehydratationsstatus der
Kornea genutzt. Glukose wird im Hornhautepithel in Form von Glykogen gespeichert und
kann im Bedarfsfall wieder in Glukose umgewandelt und freigegeben werden, wobei das
korneale Endothel einen finfmal héheren Glukoseverbrauch hat als das Epithel (GELATT
et al. 2013). Der Trinenfilm enthalt ebenfalls diverse Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel
den epidermal growth factor (EGF) und den transforming growth factor beta (TGF-8),
welche fir die Epithelzellproliferation,- Migration- und Differenzierung wichtig sind,
weshalb ein unversehrter Trinenfilm fur die Intaktheit des Korneaepithels unerlisslich ist
(TRIPATHI et al. 1990, KLENKLER et al. 2007).

Die Transparenz der Kornea ist abhingig vom Wasseranteil des Stromas, welcher einer
engen Regulation unterliegt (VERKMAN 2003). Ohne einen aktiven Abtransport von

Wasser hat das Stroma der Hornhaut die Eigenschaft Wasser aufzunehmen und in der



Folge aufzuquellen (HART 1947). Die Hornhaut wird aber durch die Aktivitidt von Ionen-
kandlen in einem relativen Dehydratationsstatus gehalten (WALDE 2008). Diese Ionen-
kanile findet man im Epithel und Endothel der Kornea. Sie stellen einen osmotischen
Druck her, dem die Wassermolekiile aus dem Stroma heraus folgen (TUFT und COSTER
1990). Der Wasseranteil der Hornhaut wird so bei circa 80 % aufrechterhalten (WALDE
2008). Des Weiteren enthalten die Zellen der Hornhaut Aquaporine (Wasserkanile in der
Zellmembran) tber die ein transzelluldrer Wasseraustausch mdoglich ist. Der endotheliale
Wasserstrom verlauft jedoch hauptsichlich parazellulir ab (DIECKE et al. 2011, FISCH-
BARG 2012).

Die Kornea benétigt aufgrund ihres unmittelbaren Kontaktes zur Umgebung und damit
verbundenen schidlichen Einflissen eine Schutzschicht. Hierflir ist unter anderem das
Hornhautepithel zustindig. Durch seine tight junctions im Stratum superficiale ist es nicht
permeabel und erfiillt so seine Barrierefunktion (KLYCE und CROSSON 1985, WANG et
al. 1993). Ein weiterer Mechanismus gegeniiber dulleren Noxen ist der Trinenfilm in
Kombination mit dem Lidschlag. So werden zum Beispiel Antigene, Fremdmaterial und
abgestorbene Epithelzellen von der Hornhautoberfliche entfernt (ARGUESO und
GIPSON 2001, ROLANDO und ZIERHUT 2001, KNOP und KNOP 2007). Die duf3ere
Lipidschicht des Trinenfilms hat weiterhin eine abweisende Wirkung gegeniiber hydrophi-
len Teilchen (BRAUNINGER et al. 1972). Im Gegensatz zur Konjunktiva zeigt die Kor-
nea eine eher gering ausgepragte Immunantwort um die Entstehung einer Entziindung und
damit verbundenen Beeintrichtigung der kornealen Transparenz zu vermeiden
(ROLANDO und ZIERHUT 2001). Wihrend sich unter physiologischen Umstinden
keine lymphatischen Zellen in der Hornhaut befinden (CURSIEFEN et al. 2002), konnten
im Trinenfilm aber Proteine wie Albumin, Lysozym und Laktoferrin nachgewiesen
werden, die eine antibakterielle Wirkung haben (EULE 2007). Ebenfalls im Trinenfilm
enthalten sind Immunglobuline, vor allem Immunglobulin A, welches in Plasmazellen der
Nickhautdriise und der Konjunktiva gebildet wird (SCHLEGEL et al. 2003, EULE 2007).

2.1.3 Korneale Defekte

2.1.3.1 Ulzerationen

Ulzerationen gehéren zu den haufigsten kornealen Defekten des Auges und werden je nach
Tiefe in finf verschiedene Kategorien eingeteilt. So kénnen oberflichliche, mitteltiefe,
tiefe, bis auf die Descemetsche Membran reichende sowie Perforationen der Kornea unter-

schieden werden.

Die Abbildung 2 zeigt ein mitteltiefes Ulcus bis hin zur Perforation. Oberflichliche
Defekte betreffen lediglich die obersten Zellschichten des Hornhautepithels. Bei mittel-
tiefen Defekten ist maximal ein Drittel der Hornhautdicke durch die Lision betroffen.
Substanzverluste, die darunter liegende Schichten betreffen, zihlen zu den tiefen Defekten.

Lisionen, die bis zur DM reichen, zeichnen sich zentral durch ein kleines klares Fenster



und eine Vorwélbung der DM in den Defekt aus. Dieses Phinomen bezeichnet man als
Descemetocele. Im Falle einer Perforation ist die Kornea durch all ihre Schichten geschi-
digt und es kommt zum Austritt von Kammerwasser. Bei grofleren Perforationen kommt
es haufig zu einem Vorfall von Irisgewebe (STADES 2000).

Die Ursachen fir Ulzerationen der Kornea, auch ulzerative Keratitis genannt, sind mannig-
faltig und reichen von traumatischen Insulten tiber Fremdkorper, der Einwirkung von
chemische Noxen, Trinenfilmproduktionsstorungen, Zilienanomalien bis hin zu immun-
mediierten Erkrankungen sowie systemischen Infektionskrankheiten wie der Herpes-Virus-
Infektion bei Katzen. Die klinischen Symptome kénnen ein vermehrter Trinenfluss oder
muzindse/eitrige Epiphora, Blepharospasmus und/oder Photophobie sein. Die klinische
Auspriagung ist Ausdruck eines okuliren Schmerzes, welcher sich in unterschiedlichen
Stirken, von mild bis schwergradig, prasentieren kann (PETERSEN-JONES 2002, Kapitel:

The cornea).

Abbildung 2: Mitteltiefes Ulcus (links oben), tiefes Ulcus (rechts oben), Descemetocele (unten
links), rupturierte Descemetocele (unten rechts) jeweils bei einem Hund. Quelle: A. Steinmetz,

Klinik fiir Kleintiere, Universitit Leipzig

2.1.3.2 Andere ausgewihlte korneale Erkrankungen

Laut PETERSEN-JONES (2002) kann es beim Hund in sehr seltenen Fillen zur Ausbil-
dung kornealer Neoplasien kommen. Diese kénnen primir oder sekundir sein. Die hau-
figsten primaren Tumoren der Hornhaut sind das intraepitheliale Plattenepithelkarzinom

und das Papillom. Des Weiteren existieren einzelne Fallberichte tiber korneale Epitheliome



und korneale Adenokarzinome. Die hiufigste sekundire Neoplasie der Kornea ist das

Lymphom.

Zu den gutartigen die Hornhaut betreffenden Prozessen zihlt unter anderem die epitheliale
Einschlusszyste, welche sich als gut abgegrenzte, weille, im Stroma befindliche Struktur
darstellt. Um Sie herum finden sich keine Entziindungsanzeichen. Als Ursache fiir deren
Entstehung kommt am ehesten ein voran gegangenes Trauma in Betracht, bei dem es zu
einem Eintrag von Epithelzellen ins Stroma gekommen ist. Hierfir sprechen das hiufig
unilaterale Auftreten mit der Vorgeschichte eines Traumas sowie das Entstehungsalter von
4-12 Jahren. Eine kongenitale Entstehung gilt deshalb als unwahrscheinlich (BEDFORD et
al. 1990). Der Pathomechanismus ist allerdings nicht vollstindig geklirt. Eine weitere
korneale Pathologie ist das Dermoid. Hierbei handelt es sich um ein gutartiges Gewebe an
einer unphysiologischen Lokalisation. Dermoide bestehen aus einem verhornten Platten-
epithel, Haaren, Blutgefi3en, Bindegewebe, Fett, Nervenfasern, Driisengewebe und glatten
Muskelfaserziigen. Sie entstehen in der Regel am temporalen Limbus und erstrecken sich
dann tber Sklera und Kornea nach medial (PFEIFFER 1983). Als Ansammlung von zu-
grunde gegangenen Entziindungszellen stellt der korneale Abszess eine entziindliche
Lision dar, die sich im oberflichlichen oder tiefen Stroma befindet. Der Abszess kann
steriler oder infektioser Natur sein (GELATT 1999).

2.1.4 Therapie der ulzerativen Keratitis

Laut GELATT (1999) ist die Identifikation der Ursache sowie deren Beseitigung fiir eine
erfolgreiche Therapie unumginglich. Aullerdem spielt nach Aussage des Autors die Be-
stimmung des Schweregrades der Ulzeration fiir die Behandlungsform eine wichtige Rolle.
Um beides zu erreichen, sollte eine komplette ophthalmologische Untersuchung durchge-
fihrt werden. Hierbei ist laut Aussage des Autors insbesondere auf die Lidfunktion und
deren Konfiguration, mogliche Zilienanomalien sowie Stérungen der Trinenfilm-
produktion zu achten. Auch Fremdkorper oder wiederholte Traumata stellen mogliche

Ursachen dar.

Nach KERN (1990) besteht die medikamentelle Therapie bei Hund und Katze aus 6
Saulen. Diese sind der Einsatz von Antibiotika, die Prophylaxe und Kontrolle einer Uveitis
anterior, die Schmerztherapie, das Verhindern eines weiteren Gewebsunterganges, die

Erhaltung der kornealen Transparenz und Funktionalitit sowie eine Gewebsunterstitzung.

Die chirurgische Therapie bei Hund und Katze besteht aus dem Verhindern einer Perfora-
tion, der Reparatur einer moglichen Perforation, dem Schutz der Hornhaut wihrend der
Heilung sowie einer Verzégerung bzw. Verhinderung einer Einschmelzung des kornealen
Stromas (KERN 1990). Nach GELATT (1999) ist eine chirurgische Intervention bei kor-
nealen Ulzerationen, die auf eine medikamentelle Therapie nicht ansprechen oder trotz
dieser eine Verschlechterung zeigen indiziert. Des Weiteren sollten Defekte, die mehr als

die Halfte der Hornhautdicke einnehmen chirurgisch versorgt werden. Dies gilt auch fiir
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einschmelzende, mikrobiell besiedelte oder indolente Ulzera. Da eine operative Versorgung
wie oben beschrieben bei komplizierten Verldufen mit antibiotischer Vorbehandlung
durchgefiihrt wird, sollte hier eine bakteriologische und mykologische Untersuchung des
Ulcus inklusive eines Antibiogramms eingeleitet werden, welches die postoperative anti-
mikrobielle Therapie bestimmt (WILKIE und WHITTAKER 1997, PAPICH 2013). Die
Art des chirurgischen Eingriffs richtet sich nach den Charakteristika des Ulcus (WILKIE
und WHITTAKER 1997).

2.1.4.1 Antibakterielle Therapie

Laut KERN (1990) ist eine prophylaktische topische antibiotische Behandlung oberflichli-
cher Ulzerationen alle sechs bis acht Stunden ausreichend. Bei stromalen Defekten, die
weniger als ein Drittel der Korneadicke betreffen, empfiehlt der Autor eine Intensivierung
der topischen Behandlung auf alle vier bis sechs Stunden. Tiefe, sich schnell entwickelnde
Defekte, bediirfen einer stindlichen topischen antibiotischen Therapie, die nicht selten
durch eine subkonjunktivale Therapie unterstiitzt wird. Eine subkonjunktivale antibiotische
Therapie in Form einer Injektion wird also bei bakteriell besiedelten Ulcera sowie Defekten
mit der Tendenz zur rapiden Progression eingesetzt. Die systemische Antibiotikagabe ist
nach der Aussage des Autors cher selten indiziert, da die erreichten Antibiotikakonzentra-
tionen in der Kornea deutlich unter denen der topischen und subkonjunktivalen Gabe

liegen.

Die Wahl des Antibiotikums bei der topischen Therapie ist ebenfalls abhingig von der Art
sowie dem Stadium des Ulcus. Des Weiteren spielt die zu erwartende Bakterienflora eine
wichtige Rolle. So konnten in einer retrospektiven Studie kaniner bakteriell bedingter Kon-
junktivitiden und infektiéser Keratitiden vor allem Staphylokokken und Streptokokken-
spezies nachgewiesen werden (TWEDT und BONAGURA 2014), wihrend gramnegative
Bakterien cher selten beteiligt waren. Trotzdem sollte, vor allem bei einer raschen Ver-
schlechterung des Ulcus, an eine Beteiligung durch Pseudomonas aernginosa gedacht werden,
da auch dieses Bakterium beim Hund regelmaflig nachgewiesen wird (TOLAR et al. 2000).
Bei der Katze zeigt sich ein dhnliches bakterielles Spektrum, welches um die Erreger
Chlamydophila psittaci (felis) und Mykoplasma felis erginzt wird (TWEDT und BONAGURA
2014).

Fir die prophylaktische Anwendung bei kornealen Ulzerationen sowie bakteriellen Kon-
junktivitiden haben sich in der Tiermedizin die drei Antibiotika Neomycin, Bacitracin und
Polymyxin B in Kombination als gut wirksam erwiesen (DOWLING und GRAHN 1998).
Durch ihr breites Wirkspektrum sind sie zur Prophylaxe besonders geeignet. So zeichnet
sich Neomycin nach Aussage der Autoren durch eine gute bakterizide Aktivitit gegeniiber
Staphylokokken und gramnegativen Bakterien aus. Die Resistenzlage gegentiber Pseu-
domonaden ist allerdings schlecht. Daftr zeigt Polymyxin B eine ausgezeichnete Wirkung

gegeniiber gramnegativen Bakterien, insbesondere gegen Pseudomonaden. So konnten
HARIHARAN et al. (1995) in ihrer Studie zeigen, dass 100 % der pathogenen Isolate von
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Pseudomonas aeruginosa sensibel gegentiber Polymyxin B waren. Bacitracin zeichnet sich
tber seinen B-lactam Wirkmechanismus durch eine gute Wirksamkeit gegen grampositive
Bakterien aus. Gentamicin ist ein bakterizid wirkendes Aminoglycosid, welches laut
DOWLING und GRAHN (1998) gegen viele gramnegative Bakterien eine gute Wirkung
zeigt und sich auch gegeniiber einigen gram- positive Bakterien wie zum Beispiel Staphylo-
kokken in der Regel sensibel zeigt. Streptokokken hingegen konnen eher resistent sein.
Pseudomonaden, die laut den Autoren zu Beginn der Therapie sensibel gegeniiber
Gentamycin sind, kénnen im Laufe der Behandlung Resistenzen entwickeln, weshalb
engmaschige Kontrollen erfolgen sollten. Bei fehlendem Therapieerfolg, empfehlen die
Autoren die Durchfihrung einer bakteriologischen Untersuchung sowie die Anfertigung
eines Resistenztestes. Die Autoren nennen Chloramphenicol als ein weiteres Breitband-
antibiotikum, welches beim Kleintier als erstes Therapeutikum angewandt werden kann. So
zeigt Chloramphenicol eine sehr gute bakteriostatische Wirkung gegentiber Chlamydien
und Mykoplasmen. Im gram-negativen Bereich besitzt es eine schwichere Wirksamkeit als
die Aminoglykoside und die Fluorchinolone. Des Weiteren kann laut den Autoren eine nur
sehr schlechte Wirksamkeit gegentiber Pseudomanoden festgestellt werden. Allerdings ist
der Wirkstoff in Lage das intakte Korneaepithel zu Giberwinden, sodass es fiir die Therapie

von stromalen Abszessen gut geeignet ist.

Die subkonjunktivale Injektion und topische antibiotische Therapie sind als gleichermal3en
wirksam anzusehen (BAUM und BARZA 1983). Laut den Autoren kommt es bei der
subkonjunktivalen Therapie kurzzeitig zu hohen Wirkspiegeln, wihrend es beim topischen
Antibiotikaeinsatz in Form von Augentropfen zu einem moderaten und tber die Zeit
gleichmiBigen Wirkspielanstieg kommt. Letzteres ist fiir eine erfolgreiche antibakterielle
Therapie nach Meinung der Autoren wiinschenswerter als kurzeitig sehr hohe Wirkspiegel.
Die Nebenwirkungen einer subkonjunktivalen Injektionen konnen Granulombildung,
konjunktivale Reizungen und intraokulire oder intrasklerale Blutungen sein (DOWLING
und GRAHN 1998). Hiufig eingesetzte Wirkstoffe sind Penicilline, Cephalosporine und
Gentamycin. Laut KERN (1990) ist die subkonjunktivale Antibiotikainjektion bei nach-
weislich bakteriell besiedelten Ulcera indiziert, die unter der topischen Therapie eine Ver-

schlechterung zeigen sowie bei schlechter Besitzercompliance.

Ein systemischer Antibiotikaeinsatz ist bei Ulzerationen in tiefere Schichten sowie Perfora-
tionen der Hornhaut und Infektionen des inneren Auges indiziert. Hier kommt es zu einer
Unterbrechung der Blut-Augen-Schranke, sodass Medikamente das Auge erreichen kon-
nen. Die Antibiotikagabe sollte méglichst intravends erfolgen, da es so schneller zu hohen
Plasmaspiegeln und damit zu einer schnelleren Anflutung im Auge kommt. Die Wahl des
Antibiotikums sollte méglichst erst nach zytologischer Beurteilung der Keimflora, also ob
es sich um gram positive oder gram negative Bakterien handelt, erfolgen und zu einem
spateren Zeitpunkt je nach Resistenzlage angepasst werden (DOWLING und GRAHN
1998).
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2.1.4.2 Uveitisprophylaxe und Analgesie

Eine Uveitis lasst sich klinisch anhand einer Miosis bedingt durch einen Ziliarspasmus,
einer konjunktivalen Hyperimie, einem verminderten intraokuliren Druck sowie einem
hiufig auftretenden kornealen Odem diagnostizieren (GELATT 1999). Die Therapie
besteht laut dem Autor aus der sofortigen Anwendung eines lokal antiinflammatorischen
Priparates. Sollte die Uveitis sekundir zu einer kornealen Ulzeration sein, verbietet sich die
Gabe cines Kortikosteroids (GELATT 1999). In diesem Fall sollte ein nicht-steroidales
Antiphlogistikum zum Einsatz kommen. Ein weiterer Pfeiler der Uveitistherapie ist die
Herstellung einer Mydriasis mit Hilfe eines Parasympatholytikums wie dem Atropin. Die
Weitstellung der Pupille dient zum einen der Privention von Synechien zwischen Iris und
Linse, zum anderen fihrt sie zu einer Erschlaffung von Iris und Ziliarkorper. Ersteres dient
der Prophylaxe eines Sekundirglaukoms wihrend Letzteres zu einer Analgesie der erwiahn-
ten Strukturen fithrt (GELATT 1999).

2.1.4.3 Gewebsstabilisierung

Das Fortschreiten der Erkrankung im Sinne einer Einschmelzung des Stromas durch
bakterielle Proteasen kann durch die Gabe verschiedener Substanzen verlangsamt oder
verhindert werden. Hier ist beispielsweise die topische Therapie mit Vitamin B2 in Kombi-
nation mit UVA Licht, das sogenannte cross-linking, zu nennen. Hier kommt es zu einer
stabilen Vernetzung zwischen kornealen Kollagenfasern, die durch eine kovalente Bindung
miteinander verbunden sind (POT et al. 2014). Laut den Autoren dieser Studie hat diese

Therapie einen stabilisierenden Effekt auf einschmelzende korneale Ulzerationen.

Eine weitere Therapie stellt die unterstiitzende Gabe von Serumaugentropfen dar. Laut
TSUBOTA und HIGUCHI (2000) enthilt Serum eine sehr dhnliche Konzentration essen-
tieller Komponenten der natirlichen Trinenflissigkeit wie zum Beispiel die Wachstums-
faktoren epidermal growth factor (EGF) und,- transforming growth factor (TGF) sowie
Vitamin A und Metalloproteaseinhibitoren, welche in anderen Trinenersatzstoffen nicht
enthalten sind. Die Faktoren, welche sich im Serum befinden fihren nach YOUNG et al.
(2004) zu einer verbesserten kornealen Epithelzellproliferation-und Differenzierung. Des
Weiteren konnten WANG et al. (2017) zeigen, dass die Anwendung von autologem Serum
in Kombination mit einer Silikon-Hydrogelkontaktlinse beim Mensch das Potenzial hat
eine weitere Einschmelzung der Hornhaut im Akutstadium einer Ulzeration zu verhindern.
Eine weitere Option stellt die topische Anwendung einer einprozentigen EDTA-L6sung in
isotoner Kochsalzlésung dar. EDTA kann durch seine Kollagenase hemmenden Eigen-
schaften zur Stabilisierung des Ulcus eingesetzt werden (WALDE 2008).

2.1.4.4 Erhalt der kornealen Funktionalitit und Transparenz

Der topische Einsatz von Kortikosteroiden wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
Eigenschaften, die fiir deren Anwendung bei kornealen Ulzerationen sprechen, sind die

Eindimmung der Entzindungsreaktion und die damit verbundene Reduktion der Narben-
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bildung, GefiBlneubildung sowie Einschmelzung des kornealen Stromas (FOSCHI et al.
1994, HINDMAN et al. 2009). Die méglichen Komplikationen der Behandlung bestehen
in einer verzogerten Epithelisierung sowie einer Verschlechterung beziehungsweise Rezidi-
vierung bestehender oder bereits iiberwundener Infektionen des Ulcus (GRITZ et al. 1992,
CHUNG et al. 1998). Topische Kortikosteroide sollten nach PETERSEN-JONES (2002)
zur Privention von Narbengewebe also erst nach abgeschlossener Epithelisierung einge-
setzt werden. Die Gabe verbietet sich allerding laut den Autoren bei bestehender mykoti-

scher oder viraler Keratitis.

2.1.4.5 Gewebsunterstiitzung

Trinenersatzstoffe sollten unterstiitzend bei Trinenfilmproduktionsstérungen sowie vor
allem bei brachycephalen Rassen vorkommenden Lagophthalmus zum Einsatz kommen
(PETERSEN-JONES 2002). Man unterscheidet wissrige, muzinose und fettige Trinen-
ersatzlosungen. Bei Trinenproduktionsstorungen wie beispielweise der Keratoconjunk-
tivitis sicca empfiehlt sich die Gabe von muzinésen Substanzen wie zum Beispiel der Hyal-
uronsdure, da diese einen linger schiitzenden Film aufrecht erhalten als die wissrigen
Substanzen. Lipid haltige Produkte zeigen ebenfalls eine gute Haftung an der Kornea und
missen deshalb seltener eingegeben werden. Allerdings schrinken Sie durch den ent-

stehenden Film auf der Kornea die Sicht deutlich ein.

Eine weitere Option zur Unterstiitzung der Heilung von Hornhautulzerationen stellt
sowohl in der Human- als auch in der Veterinirmedizin die Anwendung von Verbands-
linsen dar. Durch das Tragen einer Verbandslinse konnte beim Mensch eine Reduktion des
Schmerzes, eine Stabilisierung der Wunde sowie eine schnelleren Epithelisierung nachge-
wiesen werden (SAINI et al. 2013). So kénnen die zumeist aus Silikonhydrogel bestehen-
den weichen Kontaktlinsen die Heilungsdauer von Hornhautulzerationen beim Menschen
mit neurogener Keratitis laut SUN et al. (2014) deutlich verktrzen. Auch in der Veterinir-
medizin existieren Hinweise, dass die Verwendung von Verbandslinsen einen positiven
Einfluss auf die korneale Heilung hat. GOSLING et al. (2013) berichteten bei Hunden mit
spontan aufgetretenen chronischen Ulzerationen der Kornea tiber eine erfolgreiche Hei-
lung bei tiber 90 % der Patienten. Allerdings ist einschrinkend zu sagen, dass die Therapie
neben der Verwendung der Verbandslinse ein Debridement mittels einer Diamantfrise
beinhaltete und es aullerdem keine Vergleichsgruppe ohne Verbandslinse gab. Kritisch ist
nach SAINI et al. (2013) auch zu bemerken, dass durch ein lingeres Tragen der Kontakt-
linsen Nebenwirkungen wie ein korneales Odem, stromale Infiltrationen, Gefil3ein-
sprossungen sowie eine bakterielle Keratitis auftreten kénnen. Beim Mensch betrigt die
Inzidenz fir das Auftreten einer bakteriellen Keratitis beim Tragen von weichen Tages-
kontaktlinsen 2,1- 4,1/10.000 pro Jahr, wihrend sie sich bei lingerem Tragen auf 13,3-
20,9/10.000 pro Jahr erhoht. Sie steigt nochmals deutlich an, wenn die Linsen einen thera-
peutischen Zweck erfiillen. Hier liegt die Inzidenz bei 52/10000 pro Jahr (LIESEGANG
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1997). Patienten, welche also mit einer Verbandslinse versorgt werden, sollten engmaschig

kontrolliert werden. Beim Tier existieren hierzu derzeit noch keine belastbaren Daten.

2.1.4.6 Chirurgische Therapie

Die Art der chirurgischen Versorgung hingt vor allem von der Gro3e und der Tiefe des
kornealen Defekts ab (WILKIE und WHITTAKER 1997). Die Therapie der Wahl bei
einem indolenten Ulcus, welches durch sein oberflichliches Auftreten und seine Chronizi-
tit gekennzeichnet ist, ist die chirurgische Versorgung. So konnten MORGAN und
ABRAMS (1994) zeigen, dass die chirurgische Therapie im Vergleich zu diversen konserva-
tiven Therapiemethoden hohere Heilungsraten erzielte. Zur Anwendung kommen beim
Hund vor allem die oberflichliche Punktkeratotomie sowie die Grid-Keratotomie. Vor
beiden Eingriffen sollte eine lokale Anasthesie der betroffenen Hornhaut durchgefthrt

werden.

Bei der Punktkeratotomie wird die Hornhaut im Bereich des Ulcus sowie 1-2 mm im
gesunden Epithel mit Nadelstichen einer 20 Gauge starken Kantle im Abstand von 0,5-
1 mm zueinander versehen. Dabei ist darauf zu achten, die Kornea nicht zu perforieren.
Loses Epithel wird mit einem trockenen Stabtupfer abgetragen. Die Erfolgsraten dieser
Technik liegen beim Hund mit kornealen Ulzerationen zwischen 72 und 88 %
(CHAMPAGNE und MUNGER 1992, MORGAN und ABRAMS 1994). Die Grid-
Keratotomie ist eine Abwandlung der Punktkeratotomie (GELATT 1999). Hierbei werden
im Gegensatz zu dieser oberflichliche Schnitte, die ein Gitter bilden sollen, im Abstand
von Imm in die Hornhaut eingebracht. Es kommt die Kante einer 25 Gauge starken
Kaniile zum Einsatz. Eine weitere Option stellt die oberflichliche Keratektomie dar. Diese
Technik muss laut dem Autor in Allgemeinanisthesie durchgefithrt werden und kann bei
unzureichendem Erfolg der beiden erst genannten Methoden eingesetzt werden. Loses
Epithel sowie darunter liegend pathologisch verindertes oberflichliches Stroma werden
entfernt. Es kommt nach PEIFFER R., GELATT K., GWIN R. (1976) in aller Regel zu

einer raschen Heilung des Ulcus.

Fir infizierte, einschmelzende oder nicht-heilende chronische Ulzera stellen die konjunkti-
valen Verschiebeplastiken beziehungsweise Transplantationen von Konjunktiva die hiu-
figsten chirurgischen Therapieformen dar (GELATT 1999). Die positiven Figenschaften
sind laut Aussage des Autors die gewebliche Unterstitzung der Hornhaut, eine direkte
Blutgefif3versorgung, der Eintrag von epithelialen Zellen und Fibroblasten sowie die anti-
kollagenolytischen Eigenschaften. Die Vorteile einer partiellen konjunktivalen Plastik im
Vergleich zu einer Nickhautschiirze sind die bessere Kontrollierbarkeit der Heilung
beziehungsweise einer moglichen Verschlechterung sowie die vereinfachte Applikation von
Medikamenten. Eine Nickhautschiirze kann nach Aussagen des Autors die Penetration
eingegebener Medikamente behindern sowie den Kontakt zwischen Ulcus und Ent-
ziindungsprodukten steigern. Auch nach TUNTIVANICH et al. (2001) ist die Penetration

von Medikamente an den gewiinschten Ort der Wirkung bei einem konjunktivalen Flap
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verbessert. Nach GELATT (1999) muss vor der Durchfihrung eines konjunktivalen
Schwenklappens das Wundbett ausreichend vorbereitet werden. Das Ulcus sollte zum
Bespiel mit einem Wattetupfer gereinigt und nekrotisches Material abgetragen werden.
WILKIE und WHITTAKER (1997) empfehlen eine Keratektomie, um infektidses Stroma

zu entfernen und so ein gesundes Wundbett zu schaffen.

Unter den konjunktivalen Plastiken kommt der konjunktivale bulbire Rotationslappen
beim Kleintier am hdufigsten zur Anwendung. Er erlaubt einen direkten Epithel- zu
Epithelkontakt zwischen Kornea und Konjunktiva. Eine Abwandlung dieses Rotations-
lappens ist der Briickenlappen. Er besitzt zwei Arme fiir die Blutgefillversorgung und ist
deshalb fir Bulbi grofler Tiere gut geeignet. Zu bertcksichtigen ist allerdings eine cher
miflige Wund- zu- Wundapposition. Neben diesen existieren noch weitere konjunktivale
Transplantationsméglichkeiten. So ist der 360° Lappen zu nennen, welcher allerdings die
Kornea vollstindig abdeckt und somit die gleichen Nachteile wie die Nickhautschiirze
aufweist. Des Weiteren ist keine appositionelle Naht zwischen Konjunktiva und Kornea
moglich, weshalb es hiufig zur Ausbildung von Dehiszenzen kommt. Bei einem 180°
Lappen ist zwar die Eingabe von Medikamenten sowie die Sicht erleichtert, eine appositio-
nelle Naht ist jedoch auch hier nicht méglich. Ein palpebraler konjunktivaler Lappen sollte
nach GELATT und GELATT (1995) nur verwendet werden, wenn die bulbire Konjunk-
tiva beispielsweise aufgrund einer Erkrankung nicht zur Verfigung steht. Der offen-
sichtliche Nachteil dieser Plastik ist die Verbindung des konjunktivalen Lappens mit dem
Lid woraus eine stindige Bewegung resultiert. Als Konsequenz daraus sollte zusitzlich eine
temporire Tarsorrhaphie durchgefihrt werden. Da es hierbei wiederum zu einer Abde-
ckung der Ulzeration kommt, ist diese Art der Transplantation nach WILKIE und
WHITTAKER (1997) nicht zu empfehlen.

Eine weitere Option stellt die freie Transplantation von konjunktivalem Gewebe dar. Fir
diese Technik kann sowohl bulbire als auch palpabrale Konjunktiva verwendet werden. Im
Unterschied zu den anderen Transplantaten besitzt sie keine eigene Blutgefilversorgung
und sollte laut den Autoren dieses Artikels nur Verwendung finden, wenn ein anderer
konjunktivaler Lappen nicht moglich, das Ulcus nicht infiziert und noch ein Teil Stroma im
Defekt vorhanden ist. Bei allen Formen von konjunktivalen Verschiebeplastiken oder
Transplantationen kommt es, wie in Abbildung 3 zu sehen ist, immer zu einer gewissen
Lichtundurchlissigkeit der Hornhaut und so zu einer Minderung des Sehvermdgens.
(GELATT und GELATT 2011).
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Abbildung 3: Eingeheilte bulbire konjunktivale Verschiebeplastik bei einem Hund. Quelle: A.

Steinmetz, Klinik fiir Kleintiere, Universitit Leipzig.

2.1.5 Die Hornhauttransplantation (Keratoplastik)

Die Hornhauttransplantation ist eine weitere Moglichkeit korneale Defekte chirurgisch zu
versorgen. Die hauptsichlichen Indikationen beim Kleintier sind laut GELATT und
GELATT (2011) tiefe stromale, die Descemetsche Membran betreffende sowie endo-
theliale Lasionen der Hornhaut. Die verschiedenen Techniken der Keratoplastik werden
nach der Herkunft der verwendeten Hornhaut und der Héhe des Transplantates eingeteilt.
So unterscheidet man nach den Autoren autologe, homologe und heterologe Transplanta-
tionsformen. Hier stammen die Spenderhornhiute vom Empfingertier selbst, der gleichen

Spezies aber von einem anderen Tier beziehungsweise einer anderen Spezies.

Bei der Art der Keratoplastik unterscheidet man die anteriore und posteriore lamellire
sowie die Vollschichtkeratoplastik. Wihrend bei der anterioren Keratoplastik das korneale
Epithel sowie der vordere Anteil des Stromas verwendet werden, kommt bei der posterio-
ren Keratoplastik der hintere Anteil des Stromas bei einer Transplantation zum Einsatz.
Bei der Verwendung von autologem Gewebe kommt in der Regel eine lamellire Ver-

schiebe-oder Rotationsplastik, wie in Abbildung 4 gezeigt, zur Anwendung.

Speziell beim Kleintier werden die Keratoplastiken noch etwas genauer unterteilt. So unter-
scheidet man hier die autologen lamelliren Verschiebeplastiken, die homologen lamelliren
Transplantate, die autologen rotationellen Vollschichtplastiken sowie die homologen Voll-
schichttransplantate. Eine der méglichen Komplikationen ist die AbstoBungsreaktion des
Empfingers gegentiber der transplantierten Kornea. Diese duf3ert sich in einer Entziindung
mit Vaskularisation, Odematisierung sowie einer méglichen Tritbung des Transplantates
und damit einer Einschrinkung oder Verlust des Visus (GELATT und GELATT 2011).
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Abbildung 4: Kerato-konjunktivale Verschiebeplastik zur Deckung eines kornealen Ulcus beim
Hund. Quelle: A. Steinmetz, Klinik fiir Kleintiere, Universitit Leipzig

2.1.6 Wundheilung der Kornea

Die korneale Wundheilung besteht aus einer komplexen Abfolge zellulirer Reaktionen,
welche durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine gesteuert werden. Die Fak-
toren der Hautwundheilung stimmen mit denen der kornealen Wundheilung weitgehend
Gberein. Je nachdem wie sehr die Hornhaut geschadigt ist, kommt es zu unterschiedlichen
Reaktionen der Zellen des Epithels, des Stromas und des Endothels um die Integritit der
selbigen wieder herzustellen (IMANISHI et al. 2000, AHMADI und JAKOBIEC 2002, YU
et al. 2010, LJUBIMOV und SAGHIZADEH 2015).

2.1.6.1 Epithelheilung

Nach BUKOWIECKI et al. (2017) stellt das Epithel die dulerste Schicht der Kornea dar,
welche externen Einflissen am stirksten ausgesetzt und somit am empfinglichsten fir
Verletzungen ist. Um tiefere Schichten beispielsweise vor Infektionen zu schiitzen, kommt
es in der Regel zu einer schnellen Heilung des Epithels, sodass kleine Defekte innerhalb
von 24 Stunden bereits wieder geschlossen sind. Nach den Autoren kommt es durch ein
Trauma und Apoptose von verletzten Epithelzellen zu einer Ablosung von der Basal-
membran. Darauthin kommt es an den Wundrindern zu einer Abflachung und Migration
von dort liegenden Epithelzellen. Die Zellen wandern in Richtung der Mitte des ent-
standenen Defektes und bilden durch Zell-Zell-Verbindungen wieder eine geschlossene
Decke. Weiterhin kommt es durch Proliferation und Differenzierung von Basalzellen zu
einer vollstindigen Wiederherstellung des Zellverbandes. Die epitheliale Migration wird
durch eine voriibergehende extrazellulire Matrix, die unter anderem aus Fibrin, Fibronektin
und Hyaluronsiure besteht erleichtert (BUCK 1982, ZIESKE 2001). Um sich an der Un-
terlage zu befestigen, bilden die Epithelzellen am Ende der Heilungsphase neue Hemides-
mosomen aus (ZIESKE 2001).

Am Heilungsprozess des kornealen Epithels sind laut SPADEA et al. (2016) viele Wachs-
tumsfaktoren wie der transforming growth factor (TGF), epithelial growth factor (EGFE),
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hepatocyte growth factor (HGF) sowie der keratinocyte growth factor (KGF) beteiligt.
Des Weiteren sind korneale Nervenendigungen fir die Regeneration des Epithels unter-
stiitzend titig (MULLER et al. 2003). Durch die Steuerung des Blinzelns, wird der Umsatz
von kornealen Epithelzellen reguliert. Aullerdem stellen sie epitheliotrope Substanzen wie
beispielsweise Substanz P, Calcitonin gene-related peptide (CGRP) und nerve growth
factor (NGF) bereit und verbessern so ebenfalls die Regeneration (REID et al. 1993,
MIKULEC und TANELIAN 1996, LAMBIASE 2000). Kommt es zu einer Degeneration
der kornealen Innervation (neurotrophe Keratitis), ausgelost zum Beispiel durch eine
Virusinfektion oder eine Schidigung des Nervus trigeminus (MULLER et al. 2003), zeigen
die Patienten hiufig eine verzégerte korneale Wundheilung sowie daraus resultierende
Ulzerationen mit der Gefahr einer Perforation mit Eintritt von Bakterien ins Augeninnere.
Die topische Gabe von NGF fiithrt zu einer schnelleren Epithelheilung und wurde in klini-
schen Studien sowohl fiir die Therapie der neurotrophen Keratitis, der Keratokonjunk-

tivitis sicca als auch zur Verbesserung der nervalen Regeneration nach Kataraktoperationen
getestet (LAMBIASE et al. 1998, LAMBIASE 2000).

2.1.6.2 Stromale Wundheilung

Nach dem Auftreten eines epithelialen Defektes kommt es in kurzer Zeit zur Apoptose
von im Stroma gelegenen Keratozyten neben dem Wundrand (WILSON et al. 2001,
AMBROSIO et al. 2009). Dieser Vorgang wird durch Zytokine wie 1 (II-1) (WILSON et
al. 1996), FAS-Ligand (MOHAN et al. 1997) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
(MOHAN et al. 2000), die von geschidigten Epithelzellen ausgeschiittet werden ausgel6st.
Die restlichen Keratozyten werden aktiviert und wandeln sich zu Fibroblasten, welche
innerhalb von 24 Stunden nach dem Trauma in Richtung des Defektes migrieren (ZIESKE
2001). Die Fibroblasten ordnen sich parallel zu den unterliegenden Kollagenbiindeln an,
sodass diese den Fibroblasten als Leitstrukturen dienen (PETROLL et al. 2015).

Sowohl die Migration als auch die Aktivierung der Fibroblasten wird durch zahlreiche
Wachstumsfaktoren gesteuert. So sind der TGF, platled-derived growth factor (PDGE),
fibroblast growth factor-2 (FGF-2) und EGF bei der Regulation der stromalen Heilung
beteiligt (JESTER et al. 1997, JESTER und HO-CHANG 2003). TGF und PDGF spielen
insbesondere bei der Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten, welche sich in
stromalen Wunden vollzieht, eine wichtige Rolle (JESTER et al. 1999a, JESTER et al.
2002). Die besondere Eigenschaft der Myofibroblasten ist die Ausbildung von glatten
Muskelfasern, welche der Wunde dazu verhelfen sich durch Kontraktion zu verkleinern
und zu schlieBen (JESTER et al. 1995, TOMASEK et al. 2002). Weitere Eigenschaften der
Myofibroblasten sind die Expression von Vimentin und Desmin sowie eine verminderte
Transparenz der Zellen im Vergleich zu nicht aktivieren und differenzierten Keratozyten
(JESTER et al. 1999b, CHAURASIA et al. 2009). Die Myofibroblasten entstehen laut
BARBOSA et al. (2010) und SINGH et al. (2012) nicht nur durch Proliferation und Diffe-

renzierung okuldrer stromaler Fibroblasten, sondern haben zu einem groflen Teil auch
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Zellen des Knochenmarks als Vorlaufer, die zur Hornhaut des Auges transportiert werden.
Nachdem die stromale Wunde durch Myofibroblasten und Fibroblasten vollstindig ver-
schlossen ist, nimmt die Anzahl der Myofibroblasten langsam ab. Dieser Umbauvorgang
des Stromas dient der Wiederherstellung der Transparenz der Kornea und kann mehrere
Jahre andauern. Wihrend des Umbaus des Stromas wird aulerdem die eher ungeordnete

Reparaturmatrix durch die normale korneale extrazellulire Matrix ersetzt.

2.1.6.3 Endothelheilung

Da die Teilungsfihigkeit der Endothelzellen nahezu gegen Null tendiert, basiert die Hei-
lung des Endothels vor allem auf der Neuanordnung der verbliebenen Zellen sowie deren
VergroBerung (BUKOWIECKI et al. 2017). Laut diesen Autoren erlangen die Zellen nach
Deckung des endothelialen Defektes innerhalb weniger Tage ihre Pumpeigenschaften
wieder und produzieren eine neue Basalmembran. Nach einem Trauma des Endothels
kann es bei den endothelialen Zellen zu einer mesenchymalen Umformung (endothelial
mesenchymal transition = EnMT) kommen. Im Zuge dieses Vorgangs bilden die En-
dothelzellen Fibroblasten dhnliche Eigenschaften mit Teilungsfihigkeit aus. Auflerdem
kommt es laut den Autoren durch die EnMT zur Ablagerung von fibréser extrazellulirer
Matrix (ECM) hinter der Descemetschen Mambran. Diese wird auch retrokorneale fibrése

Membran genannt und fihrt zu einem Verlust der kornealen Transparenz (MIYAMOTO
et al. 2010).

Zusammenfassend ist also zu sagen, dass es vor allem bei tieferen kornealen Defekten, die
das Stroma, die Descemetsche Membran oder das Endothel betreffen, bei abge-schlossener
Wundheilung zu einer Dezimierung oder gar einem Verlust der kornealen Transparenz
kommen kann. Des Weiteren miinden die meisten der aufgefihrten chirurgischen Metho-
den ebenfalls zu einer gesteigerten oder vollstindigen Opazitit der Hornhaut und damit zu
ecinem  partiellen oder kompletten  Visusverlust. Die  Transplantation von

Amnionmembran stellt hier einen vielversprechenden Losungsansatz fir dieses Problem
dar.

2.2 Das Amnion

Das Amnion ist eine der drei Fruchthiillen beim Sdugertier und stellt die innerste Eihaut
dar. Sie geht aus dem Ektoderm sowie dem parietalen Blatt des Mesoderms hervor. Sie
bildet die Amnionhéhle in deren Inneren sich der Fetus in der vom Amnionepithel und
vom Fetus selbst produzierten Amnionfliissigkeit befindet. Die Amnionmembran und die
Amnionflissigkeit bilden so ein schiitzendes Wasserkissen um den Fetus. Die AM umgibt
ebenfalls den Fetus selbst und bildet am Ubergang vom Kérper zum Nabel die Amnion-
scheide, welche den Nabelstrang umgibt (SCHNORR und KRESSIN 2001, SCHNEIDER
et al. 2016, SCHNEIDER et al. 2010).
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2.2.1 Anatomischer Aufbau beim Fleischfresser

Wie in Abbildung 5 dargestellt, ist das Amnion als innerste Fruchthiille von der Allantois
vollstindig umwachsen, so dass der Fetus durch zwei Fruchthiillen vor dueren Einflissen
geschiitzt ist. Die AM und das Chorion, die duferste Fruchthiille, stehen nicht in direktem
Kontakt zueinander. Die Geburt eines Welpen kann folglich in einer intakten Amnion-
membran stattfinden. Beim Hund kommt es durch einen unvollstindigen Gewebsabbau
auf maternaler Seite zu der Ausbildung einer Vollplazenta (Placenta decidua). Hier entsteht
ein inniger Kontakt zwischen dem Chorion auf der fetalen und dem Endometrium auf der
maternalen Seite. Durch den Abbau des Uterusepithels haben die Zotten des Chorions
direkten Kontakt zum Endothel der maternalen Gefille des Uterus (Placenta endothelio-
chorialis). Zur Ausbildung von Zotten des Chorions kommt es allerdings nur in einem

bestimmen gurtelférmigen Areal. So entsteht eine Placenta zonaria (WEHREND 2013).

Abbildung 5: Fruchthillen des Hundes. 1: Amnion, 2: Allantois, 3: Dottersack, 4: Chorion, 5:
Giirtelplazenta: Plazentarlabyrinth, 6: Paraplazenta: Randhimatom, 7: Paraplazenta: Extravasatzo-
ne. Quelle: WEHREND (2013)

2.2.2 Histologischer Aufbau

Die AM ist unabhingig von der Spezies in drei Hauptschichten aufgebaut. Dem Fetus
zugewandt findet sich die Epithelschicht. Darauf folgen die Basalmembran (BM) und die
mesenchymale Zellschicht, auch Stroma genannt (FAVARON et al. 2015). Das Stroma ist
nochmals in drei verschiedene Zonen unterteilt. So fiigen sich der Basalmembran von
innen nach auflen die Kompaktschicht, die Fibroblastenschicht sowie die Schwammschicht
an (MALHOTRA und JAIN 2014).

Das Epithel besteht aus einer Schicht kubisch geformter Zellen, welche auf ihrer Zellober-
fliche Mikrovilli tragen, die an den seitlichen Zellgrenzen interzellulire Kanile bilden, die
die benachbarten Zellen miteinander verbinden. Die Epithelzellen sind untereinander iiber
Desmosomen und mit der Basalmembran tiber Hemidesmosomen verbunden. Der zentral

liegende Zellkern zeigt in der Regel eine konstante Grofle, seine Kontur ist jedoch un-



21

regelmiBig begrenzt. Im Zytoplasma der Epithelzellen befinden sich Zellorganellen wie das
Endoplasmatische Retikulum und der Golgiapparat (VERSEN-HOYNCK et al. 2004b).

Die Basalmembran, deren Bausteine von den Amnionepithelzellen sezerniert werden,
vereint unterschiedliche Bindegewebstypen in sich. So sind Kollagen Typ III und IV und
als nicht kollagene Bestandteile die Glykoproteine Laminin, Nidogen sowie Fibronektin
maf3geblich an der Bildung der BM beteiligt.

Die innerste Schicht des Stromas (Kompaktschicht) steht durch die Kollagene V und VI
tber filamentése Verbindungen in engem Kontakt mit der Basalmembran und sorgt fir die
Reif3festigkeit der AM. Die Kompaktschicht ist nahezu zellfrei und besteht vor allem aus
parallel angeordneten Kollagenfaserbiindeln des Typs I und III (PARRY und STRAUSS
1998). Die Fibroblastenschicht ist die dickste Schicht des Amnions und besteht vor allem
aus Fibroblasten, die sich in einem lockeren Netzwerk aus Kollagen mit einigen Glykopro-
teinen befinden (PARRY und STRAUSS 1998, DUA et al. 2004). Die dul3erste Schicht des
Stromas, die Schwammschicht, bildet die Grenze zwischen Amnion und Chorion, welche
beim Mensch direkt aneinander liegen (BENIRSCHKE et al. 2013, ULFIG und BRAND-
SABERI 2017). Beim Fleischfresser bildet sie die Grenze zur Allantois (SCHNORR und
KRESSIN 2001). Sie besteht aus einem nicht-fibrilliren Netzwerk aus uUberwiegend
Kollagen des Typ III sowie Proteoglykanen und Glykoproteinen, in das vereinzelt Fibro-
blasten eingestreut sind (BOURNE 1962, PARRY und STRAUSS 1998, NIKNEJAD et al.
2008). Sie enthilt ebenfalls Muzine und ist in der Lage, sich durch Wassereinlagerungen in
threr GréB3e zu verdoppeln. So kann das Amnion beim Mensch frei tiber das darunterlie-
gende Chorion gleiten (VERSEN-HOYNCK et al. 2004b).

Vergleicht man die strukturellen Eigenschaften der AM, der Kornea sowie der Konjunk-
tiva, so fillt auf, dass die Basalmembran des Epithels aller drei Strukturen die Kollagene
Typ IV, V, VII sowie Fibronektin und Laminin enthalt. Jedoch dhnelt die Zusammenset-
zung der BM des Amnions cher der konjunktivalen als der kornealen BM. Dies zeigen
Untersuchungen von Seitenketten des Kollagens Typ IV und Laminin (FUKUDA et al.
1999).

2.3 Eigenschaften der Amnionmembran

2.3.1 Antiinflammatorische sowie Narben reduzierende Eigenschaften

Fir die antiinflammatorischen und Narben reduzierenden FEigenschaften der Amnion-
membran gibt es mehrere Mechanismen. Bei einer physiologisch ablaufenden Ent-
zindungsreaktion kommt es durch Makrophagen zur Produktion von Zytokinen, die tber
das Transforming growth factor (-System zu einer Fibrosierung des Gewebes fihren.
TSENG et al. (1999) konnten zeigen, dass die AM die Expression des TGF- und folglich
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die Fibroblastendifferenzierung zu Myofibroblasten reduziert. Dies fithrt zu einer Reduk-
tion der Narbenbildung. Zu diesem Ergebnis kommen auch LEE et al. (2000).

Weiterhin konnten HAO et al. (2000) feststellen, dass sowohl Epithelzellen als auch
mesenchymale Zellen der AM antiinflammatorische Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10)
und Interleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1RA) exprimieren. SOLOMON et al. (2001)
wiesen nach, dass es durch die Anwesenheit stromaler Matrix der AM zu einer deutlichen
Reduktion der Expression von proinflaimmatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 alpha
(II-1o) und Interleukin-1 beta (Il-1) unter dem Einflusses von Lipopolysacchariden
kommt. So erkliren sie die geminderte Entziindungsreaktion der Augenoberfliche nach
erfolgter Amniontransplantation. Eine weitere antiinflammatorische Eigenschaft der AM
ist die Aufnahme von Entziindungszellen und Uberfithrung dieser in die Apoptose
(SHIMMURA et al. 2001). Nach HIGA et al. (2005) induziert die Hyaluronsaure, welche
sich im Stroma der AM befindet, diese Aufnahme von Entzuindungszellen wie Lympho-
zyten tber eine Bindung an den CD44-Rezeptor. Aulerdem wurden in der AM natirliche
Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) , die normalerweise die Migration von
Granulozyten und Makrophagen in entztindliche Prozesse unterstiitzen, gefunden (HAO et
al. 2000, KIM et al. 2000).

2.3.2  Reepithelisierung

Aufgrund ihres positiven Einflusses auf die Epithelisierung, kommt die humane Amnion-
membran in der Humanmedizin bereits bei zahlreichen chirurgischen Eingriffen zum
Einsatz (TRELFORD und TRELFORD-SAUDER 1979). YANG et al. (2006) konnten
zeigen, dass Hauttransplantate mit AM Transplantaten ohne AM in Bezug auf die Kera-
tinozytenproliferation - und Migration tiberlegen waren. Es handelte sich hier um deepithe-
lisierte Amnionmembranen, sodass die Autoren den Effekt der verbesserten Epithelisie-
rung durch Zellanheftung,- proliferation,- differenzierung- und migration auf die Kompo-
nenten der Basalmembran zuriickfithren. Einige Autoren machen die strukturellen
Ahnlichkeiten der Basalmembranen von Kornea und AM fiir die reepithelisierenden
Eigenschaften des Amnions verantwortlich (VAN HERENDAEL et al. 1978, MODESTI
et al. 1989). Die Amnionepithelzellen produzieren die Bestandteile der Basalmembran zu
denen wie oben beschrieben Kollagen Typ III, IV sowie die nicht kollagenen Glyko-
proteine Laminin, Nidogen und Fibronektin gehéren. Diese dienen als Liganden von
Oberflichenrezeptoren anderer Zellen und ermdglichen so die Zelladhision und Signal-
transduktion und férdern so die Epithelisierung (LO und POPE 2009). Einen weiteren
Erklirungsansatz liefert die Studie von KOIZUMI et al. (2000). Hier beleuchten die Auto-
ren die Expression und Konzentration bestimmter Wachstumsfaktoren, die fiir die Epithe-
lisierung wichtig sind, sowie deren genaue Lokalisation in der AM. So fanden diese Autoren
hohe Konzentrationen von EGF, KGF, HGF und bFGF in Amnionmembranen mit im
Vergleich zu Amnionmembranen ohne Epithel. Sie schlieBen daher auf einen epithelialen

Urspung der Wachstumsfaktoren.
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2.3.3 Immunmodulatorische Effekte

Die Antigenitit der AM wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Im Vergleich zum
Chorion, welches eine erwiesene Antigenitit aufweist, zeigt das Amnion laut AKLE et al.
(1981) und TRELFORD und TRELFORD-SAUDER (1979) eine geringere Antigenitat.
Die geringe oder fehlende Antigenitit der AM erkliren ADINOLFTI et al. (1982) durch die
fehlende Expression von Haupthistokompatibilititskomplexen (MHC). Diese werden
normalerweise von jeder Zelle auf ihrer Oberfliche exprimiert um zellulire oder phagozy-
tierte Antigene dort zu prisentieren (ENGELHARDT und BREVES 2000). Sie spielen
eine wichtige Rolle in der Transplantationsmedizin (ALEGRE et al. 2016, BERTAINA
und ANDREANI 2018). Durch ihr Fehlen auf der Zelloberfliche wird eine kérperfremde
Zelle vom Immunsystem nicht als fremd erkannt und es erfolgt keine AbstoBungsreaktion.
So konnten AKLE et al. (1981) zeigen, dass es bei der Transplantation eines Stiickes AM
unter die Haut bei keinem der freiwilligen Probanden zu einer AbstoBungsreaktion kam.
HORI et al. (2006) konnten hingegen auf frischem Amnionepithel MHC der Klasse I
nachweisen. Des Weiteren kam es in dieser Studie durch die Transplantation von frischem
allogenen Amnionepithel auf die Hornhaut von Miusen zu einer Sensibilisierung des Emp-
tingers sowie zu akuten AbstoBungsreaktionen bei erneuter Transplantation von frischem
Amnionepithel bei den sensibilisierten Empfingern. Auch GABLER und
LOHMANN (2000) berichteten von einem Patienten mit einem kornealen Ulcus, bei dem
es nach dreimaliger Amniontransplantation vom gleichen Spender bei der zweiten und
dritten Ubertragung zu einem Hypopyon kam. Die Autoren fiihren dies auf eine immun-

bedingte Abstoffungsreaktion zuriick.

Die Antigenitit der AM wird moglicherweise durch Glycerin- und Kryopriservation ge-
mindert (MARAL et al. 1999). So fithren auch KALPRAVIDH et al. (2009) die aus-
bleibenden AbstofBungsreaktionen bei den Hunde ihrer Studie eher auf die Kryopriser-
vation mit Glycerin und die damit verbundenen avitalen Zellen zurtick. In dieser Studie
erfolgte eine AM- Transplantation nach Exzision von korneolimbalen Dermoiden bei

sieben Augen von sieben Hunden.

2.3.4  Einfluss auf die Angiogenese

Eine optimale Wundheilung hingt, neben anderen Einfliissen, von einem ausbalancierten
Verhiltnis von pro-und antiiangiogenetischen Faktoren ab. Die Epithelisierung wird durch
proangiogenetische Faktoren begunstigt, wihrend die antiangiogenetischen Faktoren
pathologische strukturelle Umbauprozesse (Remodeling) des Gewebes verhindern (LO und
POPE 2009). Der Einfluss auf die Gefilineubildung durch die AM wird in der Literatur
ebenfalls kontrovers diskutiert. Zum einen wurden in der AM antiangiogenetsiche Faktoren
wie Thrombostatin-1, Endostatin sowie alle vier Inhibitoren der Matrixmetalloproteineasen
(TIMP-1, 2, 3 and 4) nachgewiesen, die von den Epithelzellen und den mesenchymalen
Zellen der AM produziert werden (HAO et al. 2000), zum anderen wurde in friheren
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Studien die avaskuldre Struktur der AM ihrem antiangiogenetischen Effekt zugrunde gelegt
(BURGOS 1983). Auf der anderen Seite konnte in anderen Studien die Expression von
proangiogenetischen Faktoren wie dem vascular endothelial growth factor (VEGF) im
Amnionepithel und dem basic fibroblast growth factor (bFGF) nachgewiesen werden
(MIGNATTI et al. 1989, BOGIC et al. 2000, KOIZUMI et al. 2000). Zum jetzigen Zeit-
punkt und unter dem Gesichtspunkt einer verbesserten Wundheilung liegt der Fokus
jedoch ceher auf der antiangiogenetischen Wirkung der AM. So zeigt beispielsweise der
Pigment epithelium-derived factor (PEDF), welcher in der Basalmembran der AM expri-
miert wird ebenfalls einen antiangiogenetischen Effekt (SHAO et al. 2004).

2.3.5 Antimikrobielle Eigenschaften

In verschiedenen Studien konnten die antimikrobiellen Eigenschaften der Amnion-
membran dargestellt werden. Im Rahmen einer Untersuchung von Brandwunden konnten
ROBSON und KRIZEK (1973) feststellen, dass es bei Wunden, welche mit Amnion
abgedeckt worden waren zu einer geringeren bakteriellen Besiedlung kam als bei der
Kontrollgruppe ohne AM-Abdeckung. Zudem wurden in der Amnionflissigkeit zahl-
reiche antimikrobiell wirksame Substanzen wie Lysozym, Transferrin, Peroxidase, 7S-
Immunoglobulin und Allantoin nachgewiesen. Diese finden sich allerdings nicht in der AM
selbst, sondern nur in der Amnionflissigkeit (GALASK und SNYDER 1970). Antimikro-
bielle Peptide des angeborenen Immunsystems wie beta-Defensine werden dagegen von
der AM selbst exprimiert. So konnten MAO et al. (2017) zeigen, dass deren Expressions-
levels positiv mit der antimikrobiellen Aktivitit der AM korrelieren. Aulerdem wurde eine
direkte Wirksamkeit der beta- Defensine 2 und 3, die von der AM sezerniert werden,

gegentiber P. aeruginosa , der bei kornealen Ulzerationen zu einer rasanten Progression

b

fihrt MICHAEL et al. 2016), nachgewiesen. Auch IL-1RA und Laktoferrin, die beide von
der AM gebildet werden, haben sowohl antibakterielle als auch intiinflammatorische Eigen-
schaften (HAO et al. 2000, KANYSHKOVA et al. 2001). Es existieren Hinweise, dass in
vitro eher die Wundabdeckung durch ein biologisches Substrat zu einer geringeren bakteri-
ellen Besiedlung fithrt als die Abgabe antimikrobieller Substanzen (TALMI et al. 1991). So
fihrt eine gute Adhdsion der AM an die Wunde zu einer Minimierung der externen Kon-
tamination, sodass der Organismus weniger Bakterien, die potenziell zu einer Sekundir-
infektion fithren kénnten, bekimpfen muss (LO und POPE 2009). ANDONOVSKA et al.
(2008) fithren das Verhindern einer invasiven bakteriellen Infektion tiber die Wunde auf die
Beschleunigung der Reepithelisierung durch die AM zuriick. Des Weiteren wird die Beur-
teilung der Wunde und die Detektion eitrigen Sekretes durch die Transparenz der AM

erleichtert, sodass die Wundauflage bei ungiinstigem Wundmilieu eher gewechselt wird
(GAJIWALA und GAJIWALA 2004).
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2.3.6  Analgetische Wirkung

Bei der Verwendung von AM als biologische Wundauflage, zeigen die Patienten deutlich
weniger Schmerzen. Wie es zu dieser Reduktion kommt, ist noch weitgehend unklar. Ein
moglicher Erklirungsansatz ist der geminderte Kontakt zwischen der Wunde und der
dufleren Umgebung sowie die daraus resultierende Abdeckung der sensiblen Nerven-
endigungen (MARTINEZ PARDO et al. 1999). Weiterhin kann durch die Anwendung von
AM die Anzahl der Verbandswechsel, die hdufig mit Schmerzen verbunden sind, reduziert
werden (LEY-CHAVEZ et al. 2003, BRANSKI et al. 2008).

2.3.7  Mechanische Eigenschaften

Durch die hohe ReiB3festigkeit der AM, ist sie in der Lage den mechanischen Stress der
Transplantation unbeschadet zu tUberstehen. Sie ist dinn und geschmeidig und passt sich
so eng an das Wundbett an (GAJIWALA und GAJIWALA 2004). Neben der Reil3festig-
keit zeichnet sich das Amnion ebenfalls durch seine Elastizitit aus, die nach HIEBER et al.
(1997) wahrscheinlich durch das Strukturprotein Elastin bedingt wird. Zudem arbeitet die
AM wie eine biologische Wundauflage und schirmt das neu gebildete Epithel von duf3eren
Einflissen ab. So wird es zum Beispiel bei der Anwendung am Auge vor Reibungskriften,
die durch das Blinzeln verursacht werden, geschiitzt (BAUM 2002). Dieser Aspekt spielt
laut MALHOTRA und JAIN (2014) insbesondere dann eine Rolle, wenn Lidpathologien
wie zum Beispiel ein Entropium oder eine Trichiasis vorliegen, die zu einer Traumatisie-

rung des neuen empfindlichen Epithels fihren kénnen.

2.3.8 Permeabilitit

Die AM ist in der Lage ihren Flissigkeitsaushalt zu regulieren und ist permeabel fiir Gase.
Sie verhindert den Verlust von Flissigkeit, Elektrolyten, Proteinen, Wirme und Energie
(REJZEK et al. 2001). YOSHITA et al. (2004) konnten den hohen Wasseranteil der AM
sowie ihre Sauerstoffpermeabilitit zeigen. So kommt es bei der Verwendung von Amnion
als Wundauflage durch eine gerichtete Diffusion zu einer Anreicherung von Feuchtigkeit
und Sauerstoff in der Wunde und damit zu einer beschleunigten Heilung (LO und POPE
2009). Durch ein feuchtes Wundmilieu kommt es zu einer schnelleren Epithelisierung,
wihrend es in einer trockenen Wunde zu einer Nekrose des neuen Gewebes kommen kann
(SEDLARIK 1993, WOLLINA 1995). Auch ein hohes Sauerstoffangebot fordert die
Epithelisierung, wihrend es bei niedrigen Sauerstoffpartialdriicken zu einer vermehrten
Neovaskularisierung kommt, was besonders auf der kornealen Oberfliche unerwiinscht ist
(THOMAS 1990, EAGLSTEIN et al. 1991).
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2.4 Anwendung der Amnionmembran

2.41 Anwendung der Amnionmembran in der Humanmedizin

Die Anwendungsmoglichkeiten der Amnionmembran im medizinischen Bereich sind
vielfiltig und nehmen stetig an Bedeutung zu. So wurde die Verwendung der AM als Haut-
transplantat 1909 von DAVIS zum ersten Mal beschrieben. Kurz darauf verwendete
SABELLA 1913 die AM zur permanenten Abdeckung von Brandwund. DOUGLAS
(1952) berichtete zum ersten Mal tiber die Anwendung von Amnion als biologische Wund-
auflage zur voribergehenden Wundabdeckung bei der Behandlung von Brandwunden.
Aufgrund des gehduften Auftretens von Wundinfektionen wurde die Anwendung der AM
zunachst ausgesetzt. Zur Zeit ist das Amnion unter den biologischen Transplantaten eines
der Beliebtesten zur Unterstiitzung der Heilung bei unterschiedlichen Erkrankungen wie
zum Beispiel schwerwiegenden Wunden nach Verbrennungen oder nicht heilenden Ulzera-
tionen der Haut bei Diabetes mellitus (ANDONOVSKA et al. 2008, BRANSKI et al.
2008, FETTEROLF und SNYDER 2012, PAGGIARO et al. 2018). Weitere Anwen-
dungsgebiete sind unter anderem die vaginale rekonstruktive Chirurgie, der Verschluss
abdominaler Hernien, die Privention von Verklebungen nach operativen Eingriffen, der
Perikardverschluss sowie in Anfingen auch in der rekonstruktiven Urologie (MURALID-
HARAN et al. 1991, GHARIB et al. 1996, RENNEKAMPFF et al. 2009, KLEIN et al.
2011, RAMUTA und KREFT 2018). Aulerdem wird die AM auch in der Mundhohlen-
und Gesichtschirurgie zur Unterstiitzung der Wundheilung eingesetzt (KESTING et al.
2014). Sie spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle in der Ophthalmochirurgie, wo sie bei-
spielsweise zur Behandlung von kornealen Ulzerationen, der limbalen Stammzelldefizienz,
der bull6sen Keratopathie, des Pterygiums, des Symblepharons, bei Veritzungen, sowie
Neoplasien der Hornhaut oder Konjunktiva eingesetzt wird. (LIU et al. 2010, MELLER et
al. 2011).

2.4.2 Anwendung der Amnionmembran in der Veterindrmedizin

Die Verbreitung und Anwendung der AM im allgemein chirurgischen Bereich in der Vete-
rindrmedizin ist im Vergleich zur Humanmedizin eher begrenzt. Es existieren einige weni-
ge Studien mit eher kleinen Fallzahlen, die die Wirksamkeit der AM bei der Unterstiitzung
der Wundheilung belegen. Es handelt sich hierbei allerdings in der Regel um experimentelle
Studien. So konnten GOODRICH et al. (2000) an Hautwunden der distalen Gliedmal3e
von Ponies zeigen, dass die mediane Wundheilungsdauer der Wunden mit der Unterstiit-
zung von equinem Amnion als Wundauflage signifikant geringer war als bei Wunden mit
einer herkémmlichen nicht haftenden Wundauflage. BIGBIE et al. (1991) verglichen die
equine AM mit lebenden Hefezellderivaten im Sinne einer biologischen Wundauflage und
kamen zu dem Ergebnis, dass bei den Wunden, die mit AM versorgt wurden, der Prozent-
satz der Epithelisierung signifikant gro3er, die Wundheilung signifikant schneller abge-

schlossen und die Entstehung und Ausprigung von tiberschieBendem Granulationsgewebe
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signifikant geringer ausgepragt war. Auch beim Hund existieren Hinweise, dass die AM
einen positiven Einfluss auf die Wundheilung hat. Bei einem Vergleich der AM mit drei
anderen Wundauflagen zeigte sich, dass die experimentell angelegten Hautwunden mit
equiner AM eine schnellere Wundkontraktion und Epithelisierung aufwiesen (RAMSEY et
al. 1995). Es existieren ebenfalls einige Tiermodelle zur Evaluation der AM in der viszera-
len rekonstruktiven Medizin. GHAHRAMANI et al. (2014) untersuchten zum Beispiel am
Hund den Einfluss von humaner AM auf die Heilung von duodenalen Defekten. Sie fan-
den zwar keinen Einfluss auf den postoperativen Durchmesser im Vergleich zur Versor-
gung des Defektes mittels eines herkdmmlichen Verschlusses, jedoch waren histologisch
weniger Entzindungsanzeichen und eine bessere Wundheilung feststellbar. FISHMAN et
al. (1987) verwendeten humane fetale Hiute um an zehn Hunden den erfolgreichen Ver-
schluss eines Defektes der Harnblase zu demonstrieren. ROSHANRAVAN et al. (2014)
untersuchten den Einfluss humaner AM auf die Heilung nach operativer Versorgung von
rekto-vaginalen Fisteln bei Hunden. Sie konnten zeigen, dass im Vergleich zu den klassisch
verschlossenen Fisteln der mikroskopisch festgelegte Heilungscore in der AM- Gruppe
signifikant héher war. Zur Beurteilung wurden die Epithelisierung, die Entziingsanzeichen

sowie mogliche Ulzerationen und Nekrosen herangezogen.

Die AM kommt in der veterinirmedizinischen Augenheilhunde im Vergleich zur Anwen-
dung in der Allgemeinchirurgie deutlich hiufiger zum Einsatz. Das Hauptanwendungs-
gebiet stellt die Rekonstruktion kornealer Defekte dar. Hier kommen sowohl allogene als
auch xenogene Transplantate zur Anwendung. So konnten NAKAMURA et al. (2004) in
einer experimentellen Studie die erfolgreiche Transplantation von humaner AM mit auto-
logen kultivierten kornealen Epithelzellen bei acht Kaninchen durch eine abgeschlossene
Epithelisierung der Hornhautfefekte nach zehn Tagen demonstrieren. In einer weiteren
experimentelle Studie von TSUZUKI et al. (2008) wurde wegen ihrer besseren Verfiigbar-
keit porcine AM zur Deckung kaniner Hornhautdefekte verwendet. Die Ergebnisse zeigten
einer Wiederherstellung der Transparenz und Riickgang der Neovaskularisation der Kornea
40 Tage nach der Transplantation. Auch die histologische Untersuchung der abgeheilten
Hornhiaute beztiglich der Dicke, der Parenchymzellzahl, der Kollagenfaserdicke sowie des
Kollagenfaseranteils, ergab eine annihern gleiche Zusammensetzung wie die normaler
gesunder kaniner Korneae. Auch die Studie von KIM et al. (2009) befasst sich mit der
chirurgischen Behandlung kaniner kornealer Lisionen, vor allem von Ulzerationen. Aller-
dings kam hier bovine gefriergetrocknete AM zum Einsatz. Die Autoren konnten zeigen,
dass unter den vier gebildeten Gruppen (I :Kontrollgruppe, II: AM-Transplantation, III:
Nickhautschiirze, IV: Kontaktlinse) die epitheliale Heilung in der AM-Transplantations-
gruppe signifikant héher war , wihrend die Gruppen III und IV in diesem Punkt keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen. Fine weitere expe-
rimentelle Studie von WICHAYACOOP et al. (2009) beschiftigte sich mit dem Einfluss
topisch angewendeter kultivierter humaner Amnionepithelzellen (HAEC) auf die Ent-

zindungsreaktion kaniner Korneae. Es wurden vier topische Therapien eines induzierten
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kornealen Ulkus beim Hund miteinander verglichen. Dazu gehérten die lokale Gabe von
Antibiotika, Kortikosteroiden, einem Placebo sowie kultivierten humanen Amnionepithel-
zellen. Nur in der Gruppe der Kortikosteroide und der HAEC kam es zu einer Senkung
der proinflammatorischen Mediatoren IL-18 und NO. Des Weiteren zeigte sich auch
klinisch nur in diesen beiden Gruppen der antiinflammatorische Effekt tiber eine Reduk-
tion der Konjunktivitisanzeichen und der Neovaskularisation. Auch diverse klinische Stu-
dien konnten die positive Wirkung der AM zur Behandlung von Hornhautlisionen
belegen. Hierbei kommt die AM sowohl als allogenes als auch als xenogenes Transplantat
zum FEinsatz. So untersuchten OLLIVIER et al. (2006) die Narbenbildung und die damit
verbundene Tribung der Hornhaut nach Exzision von korneo-limbalen Plattenepithel-
karzinomen beim Pferd. Untersucht wurde die Transplantation von equiner AM nach
Keratektomie, die bei neun von 11 Augen noch um eine Bestrahlung mit Strontium-90
erginzt wurde. Die postoperativen Ergebnisse wurden mit Fillen verglichen, die nach
Tumorexzision zum Decken des Hornhautdefektes mit einem bulbiren Konjunktival-
lappen versorgt wurden. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass die Narbenbildung bei
der Verwendung der AM deutlich geringer ist als bei einem Konjunktivallappen.
PLUMMER et al. (2009) konnten anhand einer grofleren Fallzahl (58 Augen) die Effek-
tivitit der AM als Transplantat bei unterschiedlichen Hornhauterkrankungen wie ein-
schmelzenden Ulzerationen, oberflichlichen okuliren Neoplasien sowie der bullosen
Keratopathie beim Pferd zeigen. So untersuchten sie retrospektiv die Transparenz der
Kornea nach der Behandlung mit equiner AM. Die Transparenz der Kornea und damit der
Erhalt des Visus waren nur bei 7 % nicht zufriedenstellend. Eine weitere Indikation fiir die
Verwendung der AM stellt laut BARACHETTT et al. (2010) der korneale Sequester bei der
Katze dar. Hier konnte bei finf von sieben Augen nach Transplantation von equiner AM
ein gutes Ergebnis mit minimaler Narbenbildung und guter Transparenz der Hornhaut
erzielt werden. Auch die kanine AM wurde bereits zur Deckung kornealer Defekte ver-
wendet. In der Studie von KALPRAVIDH et al. (2009) wurden bei sieben Augen von
sieben Hunden grofle Dermoide durch eine Keratektomie und Konjunktivektomie ent-
fernt. Diese Defekte wurden mit kaniner AM verschlossen und mit einer Nickhautschtirze
unterstitzt. Alle Augen zeigten acht Wochen nach der Transplantation weder Anzeichen
einer Neovaskularisation und Narbenbildung noch einer Beeintrichtigung des Visus. Auch
CHOI et al. (2010) berichteten von einer erfolgreichen Behandlung eines sehr groB3en
kornealen Defektes nach Entfernung einer kornealen epithelialen Inklusionszyste mit Hilfe
von equiner AM. Es handelte sich hierbei um einen Fallbericht eines Yorkshire Terriers,
bei dem 100 Tage post operativ eine leichte Pigmentation und moderate stromale Vaskula-
risation festgestellt werden konnte. Die restliche ophthalmologische Untersuchung ein-

schlieB3lich der Untersuchung des Visus waren aber unauffillig.
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2.4.3 Chirurgische Techniken zur Rekonstruktion der Korneaoberfliche

Die AM kann zur Deckung kornealer Defekte mit der epithelialen Seiten nach oben oder
unten auf der Hornhautoberfliche fixiert werden. Welche Orientierung gewihlt wird, sollte
von der Indikationsstellung abhingig gemacht werden. Da laut HU et al. (2003) die
Reepithelisierung der Hornhautoberfliche eher auf der Basalmembran der AM stattfindet
als auf threm Stroma, sollte die Transplantation der AM bei Defekten bei welchen sie als
Matrix fur das Einwachsen konjunktivaler und kornealer Epithelzellen dient, mit dem
Epithel beziehungsweise der Basalmembran nach oben gerichtet sein. Eine erfolgreiche
Epithelisierung ist jedoch ebenfalls bei einem nach oben ausgerichtetem Stroma mdoglich,
da korneale Epithelzellen auch hier die Fahigkeit besitzen, einzuwandern (SEITZ et al.
2006). Zudem ist die stromale Matrix in der Lage Entziindungszellen abzufangen und
deren Apoptose einzuleiten (SHIMMURA et al. 2001). Dies fiihrt zu einer Reduktion der
Entzindungsreaktion, sodass im Falle einer vorliegenden akuten Entziindung die AM mit
der stromalen Seite nach oben als Schutzschicht gegen proinflammatorische Zellen und

Zytokine, die der Hornhaut zusitzlich schaden kénnen, genutzt werden kann.

Unter den chirurgischen Techniken haben sich drei Methoden zur Rekonstruktion kornea-
ler Defekte in der Ophthalmologie etabliert. Diese wurden von MALHOTRA und JAIN
(2014) in einem Reviewartikel zusammengefasst. Eine davon ist die Inlay- oder Grafttech-
nik, bei der die AM als Matrix beziehungsweise Geriist fiir das Einwachsen epithelialer
Zellen dient. Hier wird die AM auf die gleiche Gréf3e des kornealen epithelialen oder stro-
malen Defekt zugeschnitten und mit dem Epithel beziehungsweise der Basalmembran nach
oben gerichtet auf der Kornea mit resorbierbarem Nahtmaterial wie zum Beispiel 10-0
Polyglactin fixiert. Bei dieser Technik sollte das Epithel beziechungsweise die Basalmembran
nach oben ausgerichtet sein, da es auf der Basalmembran im Vergleich zu den beiden
anderen Schichten der AM, Epithel und Stroma, zu einem stirkeren Einwachsen von
Epithelzellen mit einer hoheren Vitalitit kommt (IRANPOUR et al. 2018). Auflerdem
verfligt die Basalmembran der AM tber antiapoptotische Eigenschaften (BOUDREAU et
al. 1995, TSENG 1998), die einen Untergang neu migrierender Epithelzellen verhindern.
Das den Defekt umgebende korneale Epithel sollte auf einer Breite von 1-2 mm entfernt
werden um ein Einwachsen des neuen Epithels auf der Basalmembran der AM und damit
eine Integration des Transplantates in die Empfingerkornea zu ermdglichen. Bei dieser
Technik kommt es also folglich zu einem Verschluss des Epithels tiber der AM (SEITZ et
al. 2000). Je nach Tiefe der Lidsion kann das Amniontransplantat in einer Schicht oder
mehreren Schichten eingelegt werden. Wenn mehrere Schichten zum Einsatz kommen,
werden diese auf dem Boden des Defektes platziert und dariiber eine einfache Schicht AM
an der Kornea fixiert. Auch hier sollte ein 1-2 mm breites Debridement des kornealen
Epithels um den Defekt durchgefihrt werden. Die zweite Technik ist die Overlay-oder
Patchtechnik bei der das verwendete Amnion grofer ist als der unterliegende Defekt,
sodass das Epithel unter die AM einwichst. Die AM kann also mit der epithelialen oder

stromalen Seite nach oben ausgerichtet sein. Die AM wird mit einem 9-0 Vicrylfaden an
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der benachbarten Konjunktiva oder Episklera befestigt und kann tber eine korneale Ta-
baksbeutelnaht mit 10-0 Nylon zusitzlich fixiert werden. Bei dieser Technik fungiert die
AM als biologische Kontaktlinse und schiitzt so das neu wachsende Epithel vor den Rei-
bungskriften des Lidschlags. Nach abgeschlossener Heilung 16st sich die AM von selbst ab
oder wird entfernt. Bei der dritten Technik, auch Sandwichtechnik genannt, handelt es sich
um eine Kombination aus den beiden erst Genannten (SEITZ et al. 2006). Der zu behan-
delnde Defekt wird mit einer oder mehrerer Lagen AM aufgefillt. Zusitzlich wird der
Bereich mit der Overlaytechnik abgedeckt. Das neue Epithel wichst nun unter die oberste
Lage AM, aber tber den Defekt mit der eingelegten AM. So wirkt das eingelegte Amnion
wie ein Transplantat und wird in die Kornea integriert, wihrend das aufgelegte Amnion als
biologische Wundabdeckung dient. Fur die Fixation der AM am Untergrund kann statt
Nahtmaterial auch Fibrinkleber verwendet werden um die Operationszeit zu verkiirzen und
den Patientenkomfort zu verbessern. Fur die jeweilige Technik ist es wichtig, die Ausrich-
tung der AM zu kennen. In der Regel ist sie auf dem Tragermaterial so aufgelagert, dass das
Epithel nach oben gerichtet ist, sodass eine Orientierung leicht fillt. Aulerdem kann man
die stromale Oberfliche an Hand ihrer Stringe erkennen, die sich mit einem Wattetriger
oder Pinzette anheben lassen. Die fixierte AM kann zusitzlich durch das Anbringen einer
Nickhautschiirze mechanisch unterstiitzt werden (KALPRAVIDH et al. 2009).

2.4.4 Konservierungsmethoden der AM zur kornealen Rekonstruktion

Um die AM tber lingere Zeit lagern zu kénnen und so deren Verfiigbarkeit zu verbessern,
wurden mehrere Konservierungsverfahren entwickelt und getestet. Auch um die biologi-
sche Sicherheit der AM zu gewihrleisten, sollte sie einem konservierenden Verfahren
unterzogen werden bevor sie am Patienten zum Einsatz kommt. In dieser Zeit kann sie
verschiedenen Untersuchungsmethoden zur Detektion Gbertragbarer Erkrankungen des
Menschen sowie einer mikrobiologischen Untersuchung unterzogen werden. Die optimale
Konservierungs- und Lagerungsmethode sollte also zum einen sicher fir den Patienten
sein, zum anderen aber auch die vorteilhaften Eigenschaften sowie die Gewebestruktur der
AM méglichst gut erhalten (THOMASEN et al. 2011). Der Artikel von RIAU et al. (2010)
gibt einen Uberblick iber die verschiedenen Konservierungstechniken und deren Vor- und
Nachteile. So kommt die Lagerung in Glycerin 50 % am haufigsten zur Anwendung
(KRUSE et al. 2000, PRABHASAWAT et al. 2000, PRABHASAWAT und TESAVIBUL
2001, THOMASEN et al. 2011). Die Aufbewahrung von Hauttransplantaten in Glycerin
wurde zum ersten Mal von HERMANS (1989) beschrieben. Durch jahrzehntelange positi-
ve Erfahrungen etablierte sich die Aufbewahrung in Glycerin im klinischen Alltag. Obwohl
Glycerin laut VAN BAARE et al. (1994) antivirale Eigenschaften hat, handelt es sich dabei
jedoch nicht um ein sterilisierendes Medium. Ein weiterer wichtiger Schritt bei der Konser-
vierung stellt das Einfrieren bei hohen Minusgraden von - 70 bis - 80 °C dar (LEE und
TSENG 1997). Auch hier hat sich Glycerin durch seine kryoprotektiven Figenschaften als

nutzlich erwiesen. Es zihlt zu den penetrierenden Kryoprotektiva und sein schiitzender
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Charakter wihrend des Gefrierprozesses beruht auf den kolligativen Eigenschaften und der
daraus folgenden Erniedrigung des Gefrierpunktes (HOLT 2000). Durch das Gefrier-
schutzmittel kommt es zu einer Erhéhung der Osmolaritit auf3erhalb der Zelle. Dies fithrt
zu einem Ausstrom von Wasser aus der Zelle. Das Glycerin stromt nun in die Zelle ein,
sodass diese ihre Ausgangsform beibehalt (SCHMITZ 2011). Zudem konnten VERSEN-
HOYNCK et al. (2004b) zeigen, dass die Amnionmembranen, welche in Glycerin konser-
viert wurden, signifikant dicker waren, als luft- und gefriergetrocknete Membranen. Aller-
dings geben die Autoren zu bedenken, dass in Glycerin konservierte Priparate vor dem
klinischen Einsatz einem Waschprozess unterzogen werden mussen. Der Konservierungs-
prozess beginnt damit, dass die entnommene Plazenta vor der Lagerung normalerweise in
steriler physiologischer Natriumchloridlosung, welche antibiotische Zusitze wie Strepto-
mycin, Penicillin, Neomycin und Amphotericin B enthilt, gereinigt wird. Danach folgt die
Uberfiihrung in das Gefriermedium, welches nach der Beschreibung von LEE und
TSENG (1997) zusammengesetzt ist. Hierbei werden Glycerin und Dulbecco’s Modified
Eagles’s Medium (DMEM) in einem Verhiltnis 1:1 gemischt und die AM bei -80 °C einge-
froren und gelagert. Die AM kann so iber mehrere Monate gelagert werden. Mit dieser
Konservierungsmethode wurden sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizin
sechr gute Erfolge auf dem Gebiet der Amniontransplantation zur Rekonstruktion der
Korneaoberfliche erzielt (KOIZUMI et al. 2001, NAKAMURA et al. 20006,
KALPRAVIDH et al. 2009). Der tiberwiegende Teil der Literatur, welcher sich mit der
Verwendung von AM zur Rekonstruktion der Hornhautoberfliche beschiftig, gibt die
oben beschriebene Konservierungsmethode an. Ein wichtiger Aspekt dabei ist die Erhal-
tung der biologischen Bestandteile sowie der Struktur der AM. Bei der Kryokonservierung
in Glycerin bleiben diese nahezu vollstindig erhalten (RODRIGUEZ-ARES et al. 2009).
Im Moment stellt sie also die am weitesten verbreitete Lagerungsmethode fiir Amnion dar.
Allerdings ist zu bedenken, dass dafiir eine Tiefkihleinrichtung notig ist, die mindestens
- 70 °C konstant gewihrleisten kann und in der Regel sehr kostenintensiv ist. Eine weitere
Moglichkeit der Konservierung ist die Lyophilisierung (Gefriertrocknung) bei der dem
Gewebe durch Sublimation Wasser entzogen wird. Dadurch kommt es zu einer Hemmung
von gewebeschidlichen chemischen Reaktion, welche nur im wissrigen Milieu stattfinden
konnen. Gefriergetrocknete Amnien kénnen bei Raumtemperatur tGber einen langen Zeit-
raum ohne Verschlechterung der Qualitit gelagert werden. Der Transport ist im Gegensatz
zu kryokonserviertem Material unkomplizierter. Einige Studien beschreiben eine Kombina-
tion aus Lyophilisierung und y- Bestrahlung zur Haltbarmachung der AM (NAKAMURA
et al. 2004, BHATIA et al. 2007). Bei einer Verabreichung geeigneter Strahlendosen zeigt
sich ein antibakterieller, antiviraler sowie antimykotischer Effekt. Allerdings kénnen die
biologischen Eigenschaften und das Gewebe negativ beeinflusst werden. Durch den
Wasserentzug bei der Gefriertrocknung entstehen im Vergleich zur Kryokonservierung
makroskopisch diinnere und weniger robuste Amnien. Auch mikroskopisch konnten
RODRIGUEZ-ARES et al. (2009) Unterschiede zwischen kryokonservierten und lyophili-
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sierten Priparaten finden. So wiesen die kryokonservierten Amnien eine dickere Basal-
membran auf und zeigten einen hoheren Proteingehalt. Im Gegensatz dazu berichten
NAKAMURA et al. (2004), dass es keinen Unterschied beziiglich der ReiB3festigkeit

zwischen kryokonservierten und gefriergetrockneten mit Y- Strahlung behandelten
Amnionmembranen gab. Des Weiteren gab es laut den Autoren durch beide Konservie-
rungsmethoden keine signifikanten Anderungen der Gewebestruktur sowie der Bestand-
teile der extrazelluliren Matrix wie den Kollagenen Typ I, III, IV, V, VII, Fibronektin und
Laminin. MEHTA et al. (2008) konnten jedoch eine Reduktion von zahlreichen Wachs-
tumsfaktoren wie zum Beispiel VEGF, PDGF-A und B, EGFR und TGF-b2 Rezeptor in
gefriergetrockneten mit y- Strahlung behandelten AMs im Vergleich zu kryokonservierten
AMs feststellen. Im Rahmen der klinischen Anwendung, zeigen sich auch bei der Verwen-
dung lyophilisierter AM gute Resultate. So berichteten AHN et al. (2005), nach Kultivie-
rung von kornealen Epithelzellen auf lyophilisierter und kryokonservierter AM, von ver-
gleichbar erfolgreichen kornealen Rekonstruktionen bei Kaninchen. LIBERA et al. (2008)
zeigten ebenfalls an einem Kaninchenmodell, dass die Epithelisierungsrate bei der Verwen-
dung kyrokonservierten im Vergleich zu lyophilisierten AMs zur Behandlung einer kornea-
len Perforation gleichermal3en schnell voran schreitet. Da es durch die Lyophilisierung zu
einer Beeintrachtigung der strukturellen und biologischen Eigenschaften kommen kann,
beschrieben NAKAMURA et al. (2008) den Einsatz von Trehalose zur Stabilisierung der
Zellmembran sowie zum Schutz der Proteine der gefriergetrockneten AM. Die Autoren
berichteten, dass durch die Behandlung der AM mit 10 % Trehalose vor der Gefriertrock-
nung sowohl die Struktur als auch die biologischen Eigenschaften besser erhalten waren,
als bei Membranen die ohne Trehalose gefriergetrocknet wurden. Sie konnten in den Tre-
halose vorbehandelten Membrane die Kollagene Typ I, III, IV, V und VII sowie Fib-
ronektin und Laminin-5 nachweisen. Trehalose ist ein Disaccharid, welches natirlicher-
weise in Organismen anzutreffen ist, welche in der Lage sind eine nahezu vollstindige
Austrocknung zu uberleben. Die Trehalose ist in der Lage einen Teil des intrazelluliren
Wassers zu ersetzen. Dies fithrt zum Schutz der Zellstruktur sowie der zelluliren Proteine
wihrend der Lyophilisierung (CROWE et al. 2001). NAKAMURA et al. (2008) haben
beispielsweise Trehalose behandelte AM erfolgreich zur Rekonstruktion von kornealen
Oberflichen beim Kaninchen verwendet. Die Trehalose behandelten AM waren den nicht
Trehalose behandelten AMs in den Punkten korneale Transparenz und Epithelisierung
Uberlegen. Die Trehalose wird zudem auch fiur die Konservierung von Lungentrans-
plantaten verwendet (CHEN et al. 2004). Eine weitere Konservierungsmoglichkeit ist die
Behandlung mit Peroxyessigsaure (PAA). Hierbei handelt es sich um eine Substanz, die
standardmaBig zur Sterilisation eingesetzt wird und durch ihre starke oxidative Wirkung
sowohl bakterizide, antivirale als auch sporizide Eigenschaften in sich vereint (KLINE und
HULL 1960, BALDRY 1983). Nach Behandlung mit PAA konnte laut LIBERA et al.
(2008) und VERSEN-HOYNCK et al. (2004b) eine gut erhaltene Struktur der AM nach-
gewiesen werden. Nach den Autoren sind die Kollagene Typ I und IIT in den PAA behan-
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delten AMs im Vergleich zu den mit y- Strahlung behandelten AMs reichlich vorhanden.
Auch Kollagen Typ IV, Fibronektin und Laminin als Bausteine der Basalmembran blieben
bei der Sterilisation mit PAA erhalten. WILSHAW et al. (2006) konnten zeigen, dass es
durch die PAA- Behandlung der AM zu keinem signifikanten Verlust der Elastizitit und
der ReiBfestigkeit kommt. VERSEN-HOYNCK et al. (2004a) untersuchten in einer klini-
schen Studie die Verwendung von PAA behandelten, luftgetrockneten AMs zur Behand-
lung von kornealen Erkrankungen, vor allem Ulzerationen. Nach Aussage der Autoren
behilt die AM auch nach dem Konservierungsprozess ihre biologischen Eigenschaften, ist
also weiterhin flexibel und legt sich dank ihres adhisiven Charakters gut der Korneaober-
fliche an. AuBBerdem kann sie unproblematisch bei Raumtemperatur gelagert und transpor-
tiert werden. Allerdings sind laut den Autoren auch viele aufwendige Einzelschritte (Pripa-
ration, Sterilisation, Konservierung) nétig um ein biologisch sicheres Produkt in hoher

Qualitit zu erhalten, dass fiir eine Transplantation geeignet ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Gewinnung und Priparation der kaninen Amnionmembran

3.1.1 Gewinnung der Fruchthiillen

Die Plazentae und die dazu gehorigen Fruchthillen fir die Untersuchungen wurden im
Zeitraum Mirz 2014 bis Mai 2018 entnommen. Die Plazentae sowie das Allantoamnion
wurden ausnahmslos im Rahmen eines Kaiserschnittes (Sectio caesarea) unter sterilen
Kautelen entnommen. Das Einverstindnis der Tierbesitzer fiir die Entnahme des Proben-
materials wurde nicht eingeholt, da der Vorgang zu keiner Zeitverzégerung der Operation
fihrt und damit kein erhohtes Risiko fiir die Vitalitit der Welpen darstellt. Zudem werden
die Plazentae und die Fruchthiillen aus hygienischen Griinden fir gewchnlich der Ent-

sorgung zugefithrt und nicht dem Besitzer ausgehandigt.

Als Indikation lag bei allen Eingriffen eine Geburtsstockung zugrunde. Der Verlauf der
Operation wurde durch die Entnahme des Untersuchungsmaterials zu keiner Zeit gestort.
Die Hindinnen wurden hierfiir mit Propofol (Narcofol®, cp-pharma, Burgdorf, Deutsch-
land) intravenés nach Wirkung in Vollnarkose versetzt. Diese wurde mit 2 % Isofluran
(Isofluran CP®, cp-pharma, Burgdorf, Deutschland) weiter aufrechterhalten. Die Tiere
wurden dabei mit einer Atemfrequenz von 10 Atemziigen pro Minute sowie mit einem
Atemzugvolumen von 10 ml/kg Korpergewicht dauerhaft beatmet. Die Uberwachung
wihrend der kompletten Anidsthesiezeit erfolgte bei allen Patienten mittels CO2- Messung,
EKG und Pulsoxymetrie. Als erweiterte Analgesie erhielten 9 der 14 Hiindinnen eine
epidurale Anisthesie mit Mepivacain 2 % (Scandicain® 2 %, Astra Zeneca GmbH, Wedel,
Deutschland). Die 5 Kaiserschnitte, bei denen keine epidurale Anisthesie zum Einsatz
kam, wurden in der Tierklinik Panitzsch beziehungsweise in der Tierarztpraxis Dr. Kriigel
in Westdorf durchgefiihrt, wahrend die Tiere mit einer extraduralen Anisthesie in der

Kleintierklinik der Universitit Leipzig operiert wurden.

Nach erfolgter Intubation wurden die Hiindinnen auf die Operation vorbereitet indem die
ventrale Bauchwand zwischen Sternum und Os pubis in kranio-kaudaler Ausdehnung und
bis jeweils lateral beider Milchleisten geschoren wurden. Die Hiindinnen wurden dann in
Rickenlage gelagert, die Haut im Operationsbereich mit Waschbenzin gereinigt und mit
dreimaliger Anwendung eines Hautdesinfektionsmittels (Sterilium®, BODE Chemie
GmbH, Hamburg, Deutschland) desinfiziert. Nach steriler Abdeckung der Hiindin mit
einem Abdecktuch (Foliodrape®, Hartmann, Heidenheim, Deutschland) wurde das Ab-
domen circa einen Zentimeter kranial des Nabel, und bis kurz vor das Os pubis ventro-

median in der Linea alba eroffnet.
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Uber die vorhandene Offnung der Bauchdecke wurde der Uterus aus der Bauchhohle
heraus verlagert und durch eine sterile wasserundurchlissige Folie (Buster®, Henry Schein,
Melville, USA) vom restlichen Abdomen getrennt um eine Kontamination bei Er6ffnung
des Organs zu vermeiden. Die Entwicklung der Welpen erfolgte tiber eine Schnittinzision
der Gebidrmutter im Bereich des Uteruskorpers und/oder an einem oder beiden Uterus-
hoérnern. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die Friichte in einem intakten Allanto-
amnion befanden. Zur Unterbindung der plazentaren/fetalen Verbindung wurde die
Nabelschnur mit einer Arterienklemme versehen. Darauf folgend wurde die Plazenta aus
dem Uterus heraus massiert und hinter der Klemme abgesetzt. Der nichste Schritt stellte
die Eroffnung der Fruchthillen sowie die Abnabelung des Welpen dar. Hierfir wurden
zwei weitere Mosquitoklemmen verwendet, die die Nabelschnur unmittelbar hinter dem
Welpen unterbanden. Zwischen diesen beiden Klemmen wurde die Nabelschnur schlie3-
lich durchtrennt. Das Allantoamnion wurde unverziiglich der weiteren Priparation zuge-
fuhrt.

3.1.2 Ein-und Ausschlusskriterien

In die Studie gingen nur Amnien aus Kaiserschnitten mit eindeutiger medizinischer Indika-
tion ein. Dazu zihlten eine Plazentaablosung vor der Geburt des ersten Welpen, ultrasono-
graphisch lebensschwache Welpen sowie radiologisch ein oder mehrere absolut oder relativ
zu grof3e Welpen. Es wurden also keine Amnien aus geplanten Kaiserschnitten verwendet.
Zeigten die Fruchthillen bei der Adspektion Anzeichen fir eine frithzeitige Ruptur
und/oder einer Infektion, so wurden sie von der Untersuchung ausgeschlossen. Des Wei-
teren fihrten bereits tote und auch fehlgebildete Welpen zu einem Ausschluss der zugeh6-

rigen Amnien.

3.1.3 Isolierung der Amnionmembran

Die Priparation erfolgte in einem Operationssaal unter aseptischen Bedingungen. Der
Arbeitsplatz wurde mit einem stetilen Abdecktuch (Foliodrape®, Hartmann, Heidenheim,
Deutschland) abgedeckt. Zunichst wurde das Allantoamnion in zwei Nierenschalen,
welche mit steriler 0,9 prozentiger Kochsalzlosung gefiillt waren, gewaschen um es von

Blutbestandteilen und Nachgeburtsresten zu reinigen.

Die Trennung der Amnionmembran von der Allantois erfolgte auf einem feuchten, sterilen
Bauchtuch. Hierbei wurde die AM teils mit der Hand und teilweise mit Hilfe von ange-
tfeuchteten Wattetupfern stumpf von der Allantois getrennt. Wihrend der Isolierung wurde
streng auf eine andauernde Feuchterhaltung des gesamten Allantoamnions geachtet. Im
nichsten Schritt wurde die AM hindisch mit der epithelialen Seite nach oben auf einen
sterilen Membranfilter aus Nitrocellulose (Whatman®, Merck, Darmstadt, Deutschland)
gespannt und auf diesem mit Hilfe eines Seidenfadens (Perma-Handseide® 4-0, Ethicon,
Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) oder eines monophilen
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Fadens (Monoctyl® 5-0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) fixiert. Dabei wurde auf
einen uberstehenden Saum von ca. 0,5 cm geachtet. Die Membranfilter mit aufliegender
AM wurden bis zur Uberfithrung in die Konservierungslésung zur kurzzeitigen Zwischen-

lagerung in Kochsalzlosung 0,9 % verbracht.

3.2 Kryokonservierung der kaninen Amnionmembran

3.2.1 Herstellung der Kryokonservierungslésung

Fir die Herstellung der Kryokonservierungslésung wurden 85 prozentiges Glycerin, ein
Nihrmedium fur Zellkulturen (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) sowie die Antibiotika
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml und 10 mg/ml) und Amphotericin B (250 mg/ml)

verwendet.

Die aseptische Abfiillung der genannten Komponenten erfolgte in der Arkana Apotheke
OHG in Leipzig. Alle eingesetzten Ausgangstoffe und Materialien wurden in ihren Origi-
nalbehiltnissen unter Auflendesinfektion in eine Laminar Air Flow-Werkbank (= LAF
TYP BM Pro 130, Fa. Berner) eingebracht. Die Herstellung und das Abfillen aller
Losungsbestandteile erfolgten unter ausschlieflicher Nutzung steriler Hilfsmittel. Der
Losungmenge von 500 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) wurden jeweils
10 ml (Einwegspritze, Fa. Becton Dickinson) Amphotericin-Lésung sowie 10 ml Penicil-
lin/Streptomycin zugesetzt. Aus dieser Mischung wurden mithilfe einer 35 ml Spritze (Fa.
Codan) jeweils 20 x 25 ml in 50 ml Réhrchen abgefiillt und diese mit einem Schraubdeckel
verschlossen. Aus 1000 ml Glycerin 85 % wurden mithilfe einer 50 ml Spritze jeweils 20 x

50 ml in 50 ml Rohrchen abgefiillt und diese verschlossen.

Die DMEM- Losung wurde bis zu ihrem Gebrauch bei -20 °C gelagert und unmittelbar
vor Gebrauch bei Raumtemperatur erwidrmt. Das Glycerin wurde bei +5 °C im Kuhl-

schrank gelagert.

3.2.2 Durchfithrung der Kryokonservierung und Lagerung der Proben

Die Herstellung der gebrauchsfertigen Losung fir die Konservierung einer Amnionprobe
erfolgte stets im Zuge der Vorbereitungen auf die Operation. Hierzu wurde die DMEM-
Losung zunichst bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend mit der Glycerin-Losung
unter aseptischen Bedingungen in einem Verhiltnis von 1:1 miteinander gemischt. Jeweils
2,5 ml DMEM/Pen/Strep/Amphotericin B und 2,5 ml Glycerin wutrden in einem Proben-
réhrchen zusammengefiigt. Auf diese Weise wurden je drei Probenréhrchen pro Amnion
prapariert. Die wihrend der Operation gewonnene Amnionprobe wurde wie oben be-
schrieben auf einen Membranfilter (Whatman®, GE Healthcare, Chalfont, UK) gespannt.
Letzterer wurde, wie in Abbildung 6 gezeigt, in vier gleichgrof3e Teile geschnitten. Drei der

vier entstandenen Teile wurden so auf die Probenréhrchen verteilt, dass die AM moglichst
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nicht die Wand des Rohrchens bertihrt. Die Konservierung erfolgte in dem oben beschrie-
benen Medium bei - 80 °C.

Abbildung 6: Nitrozellulose-Membranfilter mit aufliegender kaniner Amnionmembran inklusive
schematischer Darstellung der Aufteilung in vier gleich grof3e Proben. Jede Probe steht fiir einen

Untersuchungszeitpunkt.

3.2.3 Definition der Untersuchungszeitpunkte

Die oben beschriebene Aufteilung der Amnionprobe diente der jeweiligen Qualititskon-
trolle ein und desselben Substrates nach unterschiedlichen Lagerungszeitraumen. Die
Proben 0 wurde am Tag der Entnahme (Tag 0) sowohl der histologischen als auch der
mikrobiologischen Untersuchung zugefiihrt. Die Proben an Tag 1 wurden jeweils fir 24
Stunden kryokonserviert und dann analysiert. An ihnen wurden vor allem die Einflisse der
kurzfristigen Einwirkung der Konservierungslosung sowie die des Einfrierprozesses selbst
untersucht. Die Proben an Tag 90 (entspricht Anzahl der Lagerungstage) und 180 repri-

sentierten den moglichen Einfluss der Langzeitkonservierung auf die Amnionmembran.

Eine Langzeitkonservierung ist aus mehreren Grinden notwendig und sinnvoll. Zum einen
mussen in der Humanmedizin vor der Anwendung der AM am Patienten serologische und
mikrobiologische Untersuchungen des Spenders sowie des Transplantates selbst durchge-
fihrt werden um die Sicherheit der AM zu garantieren, zum anderen fithren mdgliche
Lagerungszeiten von 6 Monaten bis zu zwei Jahren zu einer verbesserten Verfiigbarkeit der
AM (HAHN et al. 2010, THOMASEN et al. 2011, JIRSOVA und JONES 2017). Da in der
Veterindrmedizin noch keine festen Angaben tber die maximal mégliche Lagerungszeit der
AM existiert, orientieren sich die gewihlten Zeitpunkte der Untersuchung fur die kanine
Amnionmembran an den in der Humanmedizin tiblichen. Diese wiederum sind wie oben
beschrieben durch die Uberpriifung der biologischen Sicherheit determiniert (ADDS et al.
2001, QURESHI et al. 2010, THOMASEN et al. 2011).
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3.3 Histologische Probenaufarbeitung

3.3.1 Paraffineinbettung und Schnittpriparation

Zur weiteren Verarbeitung wurden die Amnionproben nach Ablauf ihres Lagerungszeit-
raumes (Tag 1, 90, 180) beziehungsweise frisch (Tag 0) fiir mindestens 24-72 Stunden in
4 %iger Formaldehydlésung bei 5 °C fixiert um dann mit Hilfe eines automatisierten Ver-
fahrens mit einem Hypercenter (Fa. Shandon, Frankfurt, Deutschland) in Paraffin (Para-
plast R, Fa. Vogel, Gieflen, Deutschland) eingebettet zu werden. Danach erfolgte das
Ausbetten sowie das Schneiden von 4 um dicken Schnitten an einem Schlittenmikrotom
(Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich). Die angefertigten Schnitte wurden auf Objekttriger
(Superfrost Plus®, Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen.

3.3.2 Histologische Auswertung

Die Auswertung der Proben erfolgte durch lichtmikroskopische Untersuchungen an einem
Standardmikroskop (BH-2, Fa. Olympus, Hamburg, Deutschland) des Institutes fiir Patho-
logie sowie an einem Standardmikroskop (Olympus BX-51, Hamburg, Deutschland) des
Veterindr-Anatomischen Institutes der Veterinirmedizinischen Fakultit der Universitit
Leipzig. Fur die Analysen kamen das 40x und das 100x Objektiv zur Anwendung. Die
Untersuchungen mit dem 100x Objektiv fanden unter Verwendung von Immersionsél
(Immersol®, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland sowie Immersionsol, Carl Roth, Karls-

ruhe, Deutschland) statt.

3.3.2.1 Himatoxylin-Eosin-Firbung (H.E.-Firbung)

Die H.E-Firbung, als Routinefiarbung in der Histologie, diente in der vorliegenden Arbeit
der Orientierung. Zur Beurteilung der morphologischen und morphometrischen Charakte-
ristika der kaninen Amnionmembran sowie deren Erhalt Gber die Zeit der Kryokonservie-

rung erwies sich allerdings die PAS-Reaktion als besser geeignet.
3.3.2.2 Periodic Acid Schiff Reaktion (PAS-Reaktion)

Es wurde die PAS-Reaktion nach McManus (ROMEIS et al. 2010) verwendet. Hier kommt
es durch die Perjodsdure als Oxidationsmittel zur Oxidation von Glycolgruppen zu Alde-
hydgruppen. Durch die Bindung des Schiffchen Reagenz an diese Aldehydgruppen entsteht
ein magentaroter bis violetter Farbkomplex. Damit werden Makromolekiile wie zum Bei-

spiel Glykoproteine, Glykogen, Glykolipide und Mukopolysachharide nachgewiesen.

Die Schnitte wurden zu diesem Zweck zunichst mit Xylol und einer absteigenden Alkohol-
reihe entparaffiniert und folgend fir 10 Minuten mit Perjodsdure 1 % behandelt. Nach
einem Spulvorgang mit destilliertem Wasser folgte die Inkubation mit der Schiffreagenz fiir
45 Minuten. Danach wurden die Schnitte 20 Minuten flieBend gewdssert. Als weitere

Schritte folgten das Firben mit Himalaun fir 5 Minuten sowie das Blauen fiir weitere 10
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Minuten. Der nichste Schritt beinhaltete das Entwissern der Schnitte mittels einer auf-
steigenden Alkoholreihe und Xylol. Im letzten Schritt wurden die Schnitte mit Hilfe eines
Eindeckautomaten (Tissue tec®, Fa. Sakura, Staufen, Deutschland) mit einem Folienband

eingedeckt, welches mit einem Xylol 16slichen Klebstoff beschichtet ist.

Das Ziel der PAS-Reaktion war die Darstellung der Basalmembran (BM) der Amnion-
membran. Diese ist reich an Glykoproteinen wie zum Beispiel Laminin und Fibronektin
und lisst sich daher gut durch diese Firbemethode darstellen. Hier zeigte sich allerdings in
den meisten Schnitten ein wenig zufriedenstellendes Ergebnis. Die PAS-Reaktion wurde in
dieser Studie also nur zur Messung der Gesamtdicke sowie zur morphologischen Unter-

suchung des Gewebeerhalts der AM iiber die Zeit der Kryokonservierung verwendet.

Zur Beurteilung der Dicke wurden die Proben der Tage 0, 1, 90 und 180 jeder Amnion-
membran an 5 reprisentativen Stellen bei 400facher Vergroflerung mit Hilfe des Pro-
gramms cellSens Dimension von Olympus ausgemessen. Fir die Messung wurde darauf
geachtet, dass die AM moglichst ohne Aufwerfungen flach auf dem Trigermaterial auflag
und alle Schichten dort méglichst gut erhalten waren. In Abbildung 7 ist die Messung der
Dicke der AM exemplarisch dargestellt. Die so akquirierten Daten wurden in ein Datenver-
arbeitungsprogramm (Excel®, Mikrosoft office) exportiert. Dort wurde aus diesen Werten
der Median sowie der Mittelwert der Tage 0, 1, 90 und 180 gebildet.

1
” d 100 pm

Abbildung 7: Kanine Amnionmembran an Tag 1 der Kryopriservation, Dickenmessung in um

an zwei Stellen im Priparat, PAS-Reaktion, 400fache VergréBerung

Bei der morphologischen Untersuchung wurden folgende Kriterien berticksichtigt. Zum
einen wurde der Zustand der Zellen des Epithels, zum anderen die Erhaltung des Mikro-
villisaums auf den Epithelzellen sowie die des extrazelluliren Stromas beurteilt. Daraus
ergibt sich die Bewertung von drei Komponenten. Die morphologische Beurteilung der
AM fand ebenfalls an einer reprisentativen Stelle des Priparates tber eine Strecke von

2000 pm statt. Bei der Bewertung des Epithels wurde eine Modifikation des Scores nach
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(CHIU 1970) angewendet. Als Degenerationszeichen der Epithelzellen wurden Pyknose,
Karyolyse sowie eine Zelllyse angesehen. Weiterhin wurden Unterbrechungen des Zellver-
bandes sowie die Ablosung der Epithelzellen von der Basalmembran beziehungsweise des
Stromas als Anzeichen eines Zelluntergangs gewertet. Um den Anteil von degenerierten
Epithelzellen auf der Strecke von 2000 um zu ermitteln, wurde die Gesamtzahl der
Epithelzellen sowie die Anzahl der Epithelzellen mit Degenerationsanzeichen ausgezihlt

und je nach prozentualem Ergebnis ein Score von 0-5 vergeben.

Die Beurteilung des Stromas sowie des Mikrovillisaums erfolgte wie in Tabelle 1 abgebildet
ebenfalls durch einen Score von 0-5 bezichungsweise 0-4. Bei der Bewertung des Stromas
wurden 13,3 Gesichtsfelder a 150 um in der 1000fachen VergroBerung auf eine Spaltraum-
bildung hin beurteilt. Der Zustand des Mikrovillisaums wurde subjektiv bei einer
400fachen Vergroflerung bewertet. In den Abbildungen 8, 9 und 10 ist jeweils ein Bespiel
fir die sechs bzw. finf moglichen Grade der drei morphologischen Merkmale (Epithel-
morphologie, Stromabeschaffenheit, Erhalt des Mikrovillisaums) dargestellt. Bei der Unter-
suchung der Epithelmorphologie kamen Grad O und 1 nicht vor, sodass fur diese keine

Beispielbilder existieren.

Tabelle 1: Morphologische Untersuchung der Amnionmembran anhand der PAS-Reaktion

Graduierung Erhalt des Epithelmorphologie Stromabeschaffenheit

Mikrovillisaums
Score

angepasst an Chiu et al. (1970)

vollstindig

0 erhalten Epithel vollstindig intakt Stroma vollstindig intakt
einzelne Epithelzellen sind von
1 ¢ erhalten der Basalmembran/ dem Stroma Stroma zeigt an einzelnen
g4 gelost oder zeigen Stellen Spaltenbildung
Anzeichen einer Degeneration
deutlich weniger als die Hilfte der Stroma zeiot an wenioer
. Epithelzellen haben den Kontakt zur a zelgt an wemg
2 mifBig erhalten ; als der Hilfte eine
BM/dem Stroma verloren oder zeigen .
. . . Spaltenbildung
Anzeichen einer Degeneration
die Hilfte der Epithelzellen
haben den Kontakt zur BM/dem Stroma zeigt an der Hilfte
3 schlecht erhalten . . .
Stroma verloren oder zeigen eine Spaltenbildung
Anzeichen einer Degeneration
deutlich mehr als die Hilfte der Stroma zeiot {iber
. Epithelzellen haben den Kontakt zur Oma zeigt ube
4 nicht erhalten ] der Hilfte eine
BM/dem Stroma verloren oder zeigen .
. . . Spaltenbildung
Anzeichen einer Degeneration
vollstindiges Ablésen der Epithel-
5 zellen von der BM/dem Stroma nahezu kein Stroma
und/oder alle Epithelzellen zeigen eine mehr vorhanden

ausgeprigte Degeneration
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Abbildung 8: Erhalt des Mikrovillisaums

Grad 0 (oben links) vollstindig erhalten, Grad 1 (oben rechts) einzelne Epithelzellen tragen kiirzere
Mikrovilli (Pfeile), Grad 2 (Mitte links) mehrere Epithelzellen tragen kurze und plumpe Mikrovilli
(Pteilspitzen), Grad 3 (Mitte rechts) fehlender Mikrovillisaum auf den meisten Epithelzellen (offene
Pfeile), Grad 4 (unten rechts) Mikrovillisaum fehlt vollstindig, PAS-Reaktion, 400fache Ver-

groflerung
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50 ym ]

Abbildung 9: Epithelmorphologie
Grad 2 (oben links), Grad 3 (oben rechts) Zelllyse und Pyknose, Grad 4 (mittig) Zelllyse, Pyknose
und Karyolyse, Grad 5 (unten) Verlust der Zellgrenzen, alle Zellkerne mit kondensiertem Chroma-

tin; Anzeichen einer Epithelzelldegeneration: Zelllyse (Pfeile), Pyknose (offene Pfeile), Karyolyse
(Pfeilspitzen), PAS-Reaktion, 1000fache VergroBerung
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Abbildung 10: Stromabeschaffenheit

Grad 0 (oben links), Grad 1 (oben rechts), Grad 2 (Mitte links), Grad 3 (Mitte rechts), Grad 4
(unten links), Grad 5 (unten rechts) nahezu kein Stroma mehr vorhanden; Spaltenbildung (Sterne),
PAS-Reaktion, 1000fache Vergréflerung

3.3.2.3 Immunbhistologische Farbung

Die Grundlage der immunhistologischen Untersuchung ist die Antigen-Antikorperreaktion,
bei welcher der Antikorper an ein spezifisches Epitop des Antigens bindet. Man nutzt hier
die Spezifitit von Antikérpern, um ein oder mehrere Antigene am histologischen Schnitt,
in Zellkulturen, im Blut oder Liquor sichtbar zu machen. Es kénnen sowohl polyklonale
Antikoérper, welche an mehrere Epitope des Antigens binden konnen, als auch mono-
klonale Antikérper, die ausschliefSlich an ein Epitop binden, verwendet werden. In der

Immunhistochemie unterscheidet man die direkte von der indirekten Methode.
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Wihrend bei der direkten Methode nur ein primirer Antikérper zum Einsatz kommt, der
bereits mit einem firbenden Substrat gekoppelt ist, folgt bei der indirekten Methode dem
unkonjugierten Primirantikorper ein sekundirer Antikrper, welcher an die Fc-region
(stabile Region) des Primarantikérpers bindet. In diesem Fall ist erst der Sekundiranti-
korper mit einem Farbkomplex oder einem farbauslésenden Enzym gekoppelt. Bei dieser
Methode kénnen mehrere sekundire Antikérper an einen Primarantikérper binden. Auf-
grund der daraus resultierenden Steigerung der Signalintensitit, findet die indirekte
Methode deutlich hiufiger Verwendung als die direkte Methode.

Auch im Rahmen dieser Untersuchungen kam die indirekte Methode zur Anwendung. Fuir
die Markierung des Zielproteins Laminin, kam ein polyklonaler Kaninchen anti-Laminin-
Antikérper zum Einsatz. Als Detektionssystem wurde EnVision® (DAKO, Hamburg,
Deutschland) verwendet. Hierbei handelt es sich, wie in Abbildung 11 dargestellt, um ein
Polymer, welches sich aus einer gro3en Anzahl Sekundirantikorper, die an ein Dextrange-
rust gebunden sind, zusammensetzt. Das Dextrangertst enthilt zusitzlich das Enzym
Meerrettich-Peroxidase. Dieses reagiert mit DAB (3,3-Diaminobenzidin) zu einem
braunen, in Wasser unldslichen Endprodukt und macht so die Antigen-Antikérperreaktion

sichtbat.

A/ Antigen

Y 1° Antibody
2° Antibody
@ Enzyme (HRP or AP)

== Dextran Backbone

5
A &

Q Q«—Anngen Q Q

Step One Step Two

Abbildung 11: Schematische Darstellung des EnVision-Systems zur Detektion von Antigenen
mit Hilfe der indirekten immunhistochemischen Methode

Quelle: https://www.slideshare.net/Leica-Microsystems/ sren-nielsen-ihc-pitfalls-leica-2011
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Fir die immunhistologische Untersuchung wurden die Schnitte mit Xylol, Isopropanol und
Alkokol 96 % entparaffiniert. AnschlieBen erfolgte die Inaktivierung der endogenen Per-
oxidase mit Wasserstoffperoxid 3 % in Methanol. Es folgte eine Sptilung in TBS (Tris-
gepufferte Kochsalzlosung). Als nichster Schritt schloss sich ein 15 miniitiges Wasserbad
bei 95 °C zur Minimierung der Hintergrundfirbung an. Nach einer Abkiihlzeit von 10
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Schnitte einer Proteasebehandlung zur Antigen-
demaskierung unterzogen. Nachdem ein weiterer Spulvorgang mit TBS durchgefithrt
wurde, erfolgte das Blocken von unspezifischen Proteinbindungsstellen mit 5 % Ziegen-
serum in TBS fir 30 Minuten. Danach schloss sich die Inkubation mit dem polyklonalen
Primirantikérper (Kaninchen-Anti-Laminin, Sigma®, Darmstadt, Deutschland) in einer
Verdinnung 1:750 in TBS iiber Nacht bei 4 °C an. Nach einem weiteren Spiilgang mit TBS
wurden die Schnitte far 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem EnVision®-
Detektionssystem inkubiert, nochmals mit TBS gesptlt und dann fir 10 Minuten mit DAB
versetzt. Nach einem weiteren Spiilvorgang mit TBS erfolgte die Gegenfirbung mit Papa-
nicolaou fur 10 Sekunden. AnschlieBend folgte die Entwisserung der Schnitte mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol. Der letzte Schritt beinhaltete das Eindecken der
Schnitte mit Hilfe eines FEindeckautomaten (Tissue Tec®, Fa. Sakura, Staufen, Deutsch-

land) mit einem Folienband, welches mit einem Xylol 16slichem Klebstoff beschichtet ist.

Fir alle Proben wurde jeweils eine Negativ- sowie eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Im
Rahmen der Negativkontrolle wurden die Schnitte anstatt mit dem Primirantikorpers mit
Kaninchennormalserum inkubiert. Fir die Positivkontrolle wurde duflere Haut verwendet
und diese mit dem Primarantikérper inkubiert. Das Protokoll befindet sich im Anhang

dieser Arbeit.

Die immunbhistologische Untersuchung diente dem Nachweis von Laminin, einem Glyko-
protein und quantitativ dominierendem Bestandteil der Basalmembran. Um diese zu beur-
teilen, wurde ein 2000 um langer Abschnitt jedes Schnittes bei 1000facher VergroB3erung
untersucht. Zur Beurteilung der BM wurden zwei Kriterien herangezogen. Zum einen
wurde ihre Abgrenzbarkeit zu den umliegenden Strukturen wie dem Epithel und dem
Stroma beurteilt. Diese konnte mit gut = 3, miflig = 2 oder schlecht = 1 sowie nicht ab-
grenzbar = 0 beurteilt werden. Zum anderen wurde die Kontinuitit der BM tber den oben
genannten Abschnitt untersucht. Die Amnionmembran sollte innerhalb dieser Zone mdg-
lichst auf dem Trigermaterial aufliegen und wenn mdéglich alle Schichten aufweisen. Hier-
bei wurde auf Unterbrechungen der braunen Immunreaktionslinie der BM, welche in
Abbildung 13 oben links im Bild lickenlos zu schen ist, geachtet und diese innerhalb der
genannten 2000 um ausgezihlt. Der genannte Messbereich wurde nochmals in 13,3
Gesichtsfelder a 150 um aufgeteilt. Konnte auf einer dieser Strecken eine Unterbrechung
der BM festgestellt werden, die sich bis zur nichsten Strecke fortsetzte, so wurde diese wie
zwei Unterbrechungen gezahlt, um der Linge des Kontinuititsverlustes Rechnung zu

tragen.
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Daraus ergeben sich die in Tabelle 2 und 3 dargestellten Untersuchungsschemata, durch die
sowohl die Abgrenzbarkeit der BM als auch die Anzahl der Unterbrechungen mit Hilfe
eines Scores von 3-0 beziehungsweise 0-4 dargestellt werden konnen. Beispiele fir die

einzelnen Scores dieser Merkmale sind in Abbildung 12 und 13 bildlich dargestellt.

Tabelle 2: Beurteilung der Abgrenzbarkeit der Basalmembran (BM), 1000fache VergroBerung

3 gut

2 mafig

1 schlecht

0 nicht abgrenzbar

Hpn

50 ym

.w‘./_.'
Abbildung 12: Abgrenzbarkeit der Basalmembran, Grad 3 (oben links) sehr deutliche durch-

gingige Immunreaktionslinie unterhalb der Epithelzellen, Grad 2 (oben rechts) Chromogen teil-

weise auch in den Epithelzellen (Pfeile), Grad 1 (unten links) Basalmembran nur leicht zu sechen
(Pfeilspitzen), Chromogen auch in den Epithelzellen (Pfeil), Grad 0 (unten rechts) Basalmembran

nicht abgrenzbar, immunhistochemische Farbung, Laminin, 1000fache Vergréfierung
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Tabelle 3: Beurteilung der Unterbrechungen der Basalmembran (BM), 1000fache VergréBerung

0 0-4

1 5-9

2 10-14
3 15-19
4 > 20

W

P T O S0pm “ony

Abbildung 13: Unterbrechungen der Basalmembran auf einer Strecke von 2000 um, Grad 0
(oben links) Basalmembran kontinuierlich, Grad 1 (oben rechts), Grad 2 (Mitte links), Grad 3
(unten rechts), Grad 4 (unten links) nur noch Reste der Basalmembran (Sterne); Unterbrechungen

(Pfeile), immunhistochemische Firbung, Laminin, 1000fache Vergréerung

3.4 Bakteriologische und mykologische Untersuchung

Die bakteriologische und mykologische Untersuchung wurde am Institut fiir Bakteriologie
und Mykologie der veterinirmedizinischen Fakultit der Universitit Leipzig durchgefiihrt.

Die Entnahme einer Probe fiir die mikrobiologische Untersuchung erfolgte zeitgleich mit
der fiir die histologische Untersuchung am Tag der Entnahme sowie an den Tagen 1, 90
und 180. Die kryokonservierten Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und ein

dreieckiges Stick Trigermaterial inklusive AM mit einer Kantenlidnge von circa 3 mm steril
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entnommen und in ein BU- Probenrohrchen verbracht. Die Proben wurden im Hinblick

auf aerobe und anaerobe wachsende Bakterien sowie Pilze untersucht.

3.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der morphologischen Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der Statistik-
/Okonometriesoftware EViews 10.0, ergainzt durch Datenerfassung und vorbereitende

Datenaufbereitung in Microsoft Excel.

Zur Gewinnung eines Uberblicks tiber die zeitliche Verinderung der morphologischen und
morphometrischen Merkmale Dicke, Epithel, Stroma, Mikrovillisaum sowie der Integritit
der Basalmembran der AM wurde eine lineare Regression in Form einer Trendregression
durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass fiir jedes Amnion die vier Tageswerte (fiir die Tage 0, 1,
90 und 180) des jeweiligen Merkmals auf eine Zeitvariable regressiert wurden. Der errech-
nete Steigungsparameter (Trendparameter) bringt dann zum Ausdruck, wie stark sich das
jeweilige Merkmal tendenziell im Zeitverlauf pro Zeiteinheit verindert. Aufgrund der
vorliegenden geringen Stichprobengrof3e eignen sich diese Analysen nicht zur Fest-stellung

signifikanter Tendenzen. Fir derartige Aussagen dienen die folgenden Testver-fahren.

Zur Feststellung moglicher signifikanter Unterschiede in den Medianen der untersuchten
Merkmale zwischen den Beobachtungszeitpunkten Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und
180 sowie Tag O und 180 kam eine Reihe etablierter Mediantests zur Anwendung. Es
wurde sich auf den Median konzentriert, da dieser im Vergleich zum Mittelwert ein aus-
reillerrobustes Mal3 der zentralen Tendenz darstellt. Die Tests sind konkret: Wil-
coxon/Mann-Whitney, Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.), Med.Chi-square, Adj. Med.Chi-
square, Kruskal-Wallis, Kruskal-Wallis (tie-adj.) und van der Waerden. Diese Tests fullen
jeweils auf unterschiedlichen Grundannahmen, sodass ein gleichgerichtetes Ergebnis aller
Tests zusitzlich aufzeigen kann, dass die statistischen Schluf3folgerungen unabhingig von
der Wahl des Testverfahrens sind.

Zuletzt wurde zur Untersuchung des potenziellen Zusammenhangs zwischen der Dicke
und der Stromaalteration fir jeden Beobachtungszeitpunkt eine lineare Querschnitts-
regression der Dicke auf die Stromabeschaffenheit durchgefiihrt. Der Steigungsparameter
dieser Regression bringt dann tendenziell die Dickeverinderung pro Stromagrad zum
Ausdruck.

Als Signifikanzniveau wurde fir alle Testverfahren 95 % festgelegt. Folglich ergibt sich ein
p-Wert von 0,05.
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4 Ergebnisse

Es wurden 26 Amnien aus 14 Kaiserschnitten untersucht. Bei allen Tieren musste aufgrund
einer Dystokie eine Sectio ceasarea durchgefihrt werden. Unter den operierten Hundinnen
befanden sich vier Chihuahuas, vier Franzésische Bulldoggen, ein Boxer, ein Scottish
Terrier, ein Deutscher Schiferhund, ein Rhodesian Ridgeback, ein Border Colliemischling,
sowie ein Hund bei dem die Rasse nicht bekannt ist. Alle Hindinnen tbertlebten den Ein-
griff. Von den insgesamt 69 Welpen waren 55 vital. 14 Welpen waren lebensschwach be-
ziehungsweise konnten nur tot entwickelt werden. Bei der Priparation der Amnien fiel auf,
dass es sich hierbei um sehr fragiles Gewebe handelt, welches bei Manipulation sehr leicht

einreil3t.

4.1 Histologische Ergebnisse

Die histologischen Untersuchungen dienten der Beurteilung der Amnionmembranen in

Bezug auf einen moglichen Qualitatsverlust iiber die Zeit der Kryokonservierung.

4.1.1 Dickenmessung der Amnionmembran

Anhand der PAS-Reaktion wurde bei den Proben der Tage 0, 1, 90 sowie 180 jeder
Amnionmembran die Dicke an finf reprasentativen Stellen des Priparates (P) ausge-
messen. Die Tabelle 4 sowie die Abbildung 14 zeigen die Ergebnisse der Amniondicken-
messung bei 26 Amnien aus 14 Kaiserschnitten an Tag 0, also der frischen und fixierten
AM und denen an Tag 1, 90 sowie 180, also den kryokonservierten Proben. In der
Tabelle 4 sind die berechneten Median bezichungsweise Mittelwerte der funf Mef3werte
jeder Probe zu den vier Untersuchungszeitpunkten abgebildet, wihrend die Abbildung 14
die Mediane aller Amnionproben zu den vier Untersuchungszeitpunkten zeigt. Die Abbil-
dung 15 zeigt die Trendregression der Dicke der AM. Hieraus wird ersichtlich, dass 17 der
26 untersuchten Amnien einen negativen Trendparameter aufweisen, die Dicke also bei
diesen Proben im zeitlichen Verlauf tendenziell abnimmt. Bei den verbleibenden 9 Amnien
zeichnet sich eher ein positiver Trend, also eine Dickenzunahme ab. Uber alle Amnien
gesehen sinkt die Dicke im Median allerdings um 0,69 um pro untersuchtem Zeitfenster.
Sie nimmt also im Median von Tag 0 zu Tag 1, von Tag 1 zu Tag 90 sowie von Tag 90 zu
180 um 0,69 um ab. Bei der vergleichenden Untersuchung der Medianwerte der Dicke an
Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der Medianvergleichstests in der Tabelle 5 konnte lediglich
zwischen Tag 0 und 1 (p =0,03) ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Folglich konnte im Median zwischen den Tagen 1 und 90, 90 und 180 sowie 0 und
180 kein statistisch signifikanter Unterschied beztglich der Dicke dokumentiert werden.
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Tabelle 4: Medianwerte (Xmed) und Mittelwerte (X) der Dickenmessung der fiinf ausgemessenen

Stellen jeder Amnionprobe (P) an Tag 0, 1, 90, 180 in um

Amnion PO P1 P90 P180

Xmed X Xmed X Xmed X Xmed X
A2 10,25 9,80 5,38 5,50 9,80 10,32 6,04 6,42
A4 11,59 10,84 5,78 6,20 6,13 6,46 4,86 5,10
B1 10,45 10,19 7,98 7,79 10,51 10,04 8,13 8,22
C1 10,73 10,47 10,22 10,04 14,64 14,73 13,29 13,51
D1 11,20 11,28 9,66 9,87 12,53 12,02 10,13 9,90
D2 13,44 12,60 8,26 8,68 6,80 6,60 6,11 5,82
E1l 12,17 12,80 10,34 10,15 8,46 8,75 8,69 8,15
E2 14,18 14,84 10,05 12,10 9,70 9,78 8,13 8,37
E3 10,35 9,71 10,76 10,66 11,57 12,64 7,78 7,26
F1 12,22 13,47 7,26 7,89 9,04 10,28 6,35 6,50
F2 8,70 9,43 8,03 9,67 9,06 8,65 4,70 4,37
H1 13,20 15,40 11,57 11,81 6,82 6,62 6,13 5,93
H2 14,77 14,22 12,17 12,42 6,82 7,30 7,11 7,19
K1 7,60 7,42 5,25 5,67 6,80 6,64 4,79 5,48
M1 8,85 8,99 5,97 7,03 14,21 14,70 7,94 7,70
M2 12,03 12,45 10,52 9,98 7,91 8,34 8,42 7,74
T1 12,33 13,19 10,48 10,49 12,41 12,73 16,29 15,60
Ul 15,76 17,26 96,88 102,68 50,62 50,51 39,01 38,18
\%! 14,97 13,91 9,43 8,71 12,17 12,27 15,85 26,64
V2 16,43 17,17 8,37 8,97 9,58 10,90 18,83 18,21
V3 40,08 39,29 19,89 18,36 26,60 24,29 28,97 30,17
W1 24,83 23,74 53,56 47,65 31,20 41,25 48,68 50,82
w2 34,89 32,68 20,09 20,51 16,61 17,61 30,34 31,26
W3 20,15 18,95 30,65 30,92 11,31 13,90 26,40 30,10
X1 25,00 24,10 30,84 33,18 72,8 74,73 46,90 50,70

X2 22,38 23,80 31,00 30,10 59,82 60,7 45,67 43,10
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Abbildung 14: Dickenmessung der Amnionmembran in um. Datstellung der Medianwerte aller

Amnionmembranen an Tag 0, 1, 90, 180
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Abbildung 15: Trendregression der Dicke aller 26 Amnionmembranen sowie Angabe des

Medianwertes (-0,69 um) der Trendparameter

Tabelle 5: p-Werte der Medianvergleichstests fiir die Dicke der Amnionmembranen. Verglichen
wurde zwischen Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und 180 sowie Tag 0 und 180

Tag 0 vs. Tag 1 vs. Tag 90 vs. Tag O vs.

Tag 1 Tag 90 Tag 180 Tag 180

Wilcoxon/Mann-Whitney 0,0338 0,6148 0,3897 0,1358
Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.) 0,0338 0,6147 0,3897 0,1358
Med.Chi-square 0,0055 0,5791 0,5791 0,2673
Adj. Med.Chi-squate 0,0126 0,7815 0,7815 0,4054
Kruskal-Wallis 0,0330 0,6083 0,3847 0,1334
Kruskal-Wallis (tie-adj.) 0,0330 0,6083 0,3846 0,1334
van der Waerden 0,0545 0,5418 0,2522 0,1705

Median-p-Wert tiber alle Tests 0,0330 0,6083 0,3897 0,1358
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4.1.2 Beurteilung der Basalmembran des Amnions

Die Beurteilung der Basalmembran der Amnien erfolgte mit Hilfe einer immunhisto-
logischen Firbung zur Darstellung des Glykoproteins Laminin. Auf einer Strecke von 2000
um wurde sowohl die Abgrenzbarkeit der darzustellenden Struktur bewertet als auch die
Kontinuitit resp. Diskontinuitit anhand der sichtbaren Unterbrechungen der Immun-
reaktionslinie der BM, die auf der Messstrecke gezahlt wurden. Die Abgrenzbarkeit konnte
von 3 (gut) iber 2 (méBig) und 1 (schlecht) bis 0 (nicht abgrenzbar) bewertet werden. Die
ausgezihlten Unterbrechungen der Immunreaktionslinie der BM wurden in 5 Kategorien
von 0 (0-4), 1 (5-9), 2 (10-14), 3 (15-19) sowie 4 (= 20) eingeteilt. Sowohl die Abgrenzbar-
keit als auch die Kontinuitit der BM wurden bei einer 1000fachen Vergré3erung bewertet.
Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen. Wie in Abbildung 27 zu sehen ist,
zeigen die Proben der Tage 0, 1 und 180 im Median eine milige Abgrenzbarkeit der BM,
wihrend die Proben an Tag 90 im Median eine maf3ige bis schlechte Abgrenzbarkeit der-
selbigen aufweisen. Die Abbildungen 16 bis 20 zeigen jeweils ein Beispiel (bzw. zwei Bei-
spiele an Tag 90) der medianen Abgrenzbarkeiten der BM an den einzelnen Unter-

suchungstage.

Abbildung 16: Tag 0, Abgrenzbarkeit der Basalmembran Grad 2 (miBig), da teilweise Ubertritt
des Chromogens in die Epithelzellen (Pfeile), immunhistologische Firbung, Laminin, 1000fache
Vergroflerung



53

50 pm

Abbildung 17: Tag 1, Abgrenzbarkeit der Basalmembran Grad 2 (miBig), da Ubertritt des
Chromogens in die Epithelzellen (Pfeile) immunhistologische Firbung, Laminin, 1000fache
Vergroferung
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50 pm

Abbildung 18: Tag 90, Abgrenzbarkeit der Basalmembran Grad 1 (schlecht), da sehr schwache
Anfirbung und teilweise Chromogen in den Epithelzellen (Pfeile), Basalmembran teilweise nicht

erkennbar (Sterne), immunhistologische Firbung, Laminin, 1000fache VergréBerung
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Abbildung 19: Tag 90, Abgrenzbarkeit der Basalmembran Grad 2 (miBig), da relativ schwache
Anfirbung (Pfeile), Basalmembran aber iberall sichtbar (Sterne), immunhistologische Firbung,
Laminin, 1000fache VergroBerung
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Abbildung 20: Tag 180, Abgrenzbarkeit der Basalmembran Grad 2 (miBig), da auch das Stroma
etwas mitgefdrbt ist (Sterne), Basalmembran aber durchgehend erkennbar (Pfeile), immunhistolo-

gische Firbung, Laminin, 1000fache Vergréerung

In der Abbildung 28 ist die Trendregression der Abgrenzbarkeit der BM dargestellt. Daraus
lasst sich ablesen, dass 9 der 26 untersuchten Amnien in diesem Punkt einen positiven
Trendparameter aufweisen, die Abgrenzbarkeit sich also bei diesen Proben im zeitlichen
Verlauf tendenziell verbessert. Bei 9 Amnien zeigt sich ein negativer Trendparamter. Bei
thnen nimmt die Abgrenzbarkeit Giber die Zeit also tendenziell ab. Bei acht Amnien konnte
keine Tendenz in der Abgrenzbarkeit der BM festgestellt werden. Von diesen acht konnte
allerdings bei vier Amnien die BM zu keinem Untersuchungszeitpunkt abgegrenzt werden.
Betrachtet man alle Amnien so konnte im Median weder eine Verbesserung noch eine
Verschlechterung der Abgrenzbarkeit der BM pro untersuchtem Zeitfenster festgestellt
werden. Bei der vergleichenden Untersuchung der Medianwerte der Abgrenzbarkeit an Tag
0, 1, 90 und 180 in Tabelle 7 konnte mit Hilfe der oben genannten Medianvergleichstests
im Median zwischen den Tagen 0 und 1, 1 und 90, 90 und 180 sowie 0 und 180 kein statis-

tisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Kontinuitit der BM sind in Abbildung 29 dargestellt.
Hieraus wird ersichtlich, dass bei den Proben an Tag 1 und 180 mehr Unterbrechungen der
Immunreaktionslinie der BM nachgewiesen werden konnten als bei den Proben an Tag 0
und 90. Die Abbildungen 22 und 24 zeigen Beispiele der Tage 1 und 180 mit einem Score
von 2, wihrend die Abbildungen 21 und 23 Proben der Tage 0 und 90 mit einem Score

von 1 zeigen.
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Abbildung 21: Tag 0, Unterbrechungen der Basalmembran Score 1 (5-9 Unter-

brechungen/2000 um), Unterbrechung (Pfeil), immunhistologische Firbung, Laminin, 1000fache
Vergroflerung

Abbildung 22: Tag 1, Unterbrechungen der Basalmembran Score 2 (10-14 Unter-
brechungen/2000 um), Unterbrechungen (Pfeile), immunhistologische Firbung, Laminin,
1000fache Vergréfierung

50 pm

Abbildung 23: Tag 90, Unterbrechungen der Basalmembran Score 1 (5-9 Unterbrechungen/2000
um), Unterbrechung (Pfeil), immunhistologische Firbung, Laminin, 1000fache Vergréferung
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Abbildung 24: Tag 180, Untetbrechungen der Basalmembran Score 2 (10-14 Untet-

brechungen/2000 um), hier zeigt sich eine lange Unterbrechung der Immunreaktionslinie (Sterne),

immunbhistologische Firbung, Laminin, 1000fache Vergréierung

In einigen Proben (diese wurden allerdings nicht in Zahlen erfasst), wie in Abbildung 25
gezeigt, kommt es zu einem Ablésen des Epithels samt der Basalmembran vom Stroma,
wihrend bei anderen Proben, wie in Abbildung 26 dargestellt, die Basalmembran mit dem

Stroma in Verbindung bleibt.

Abbildung 25: Tag 1, Abgrenzbarkeit Grad 3, Epithel hebt sich samt der Basalmembran vom

Stroma ab, immunbhistologische Firbung, Laminin, 1000fache VergroB3erung
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Abbildung 26: Tag 180, Abgrenzbarkeit Grad 2, Epithel hebt sich von der Basalmembran ab, die
Basalmembran verbleibt auf dem Stroma, immunhistologische Firbung, Laminin, 1000fache

VergroBerung
In der Abbildung 30 ist die Trendregression der Anzahl der Unterbrechungen der BM

dargestellt. Daraus ldsst sich ablesen, dass 11 der 26 untersuchten Amnien wiesen in diesem
Merkmal einen positiven Trendparameter auf, das heil3t, die Anzahl der Unterbrechungen
steigt bei diesen Proben im zeitlichen Verlauf tendenziell an. Bei sieben Amnien zeigt sich
ein negativer Trendparamter. Bei ihnen nimmt die Zahl der Unterbrechungen tber die Zeit
also tendenziell eher ab. Bei acht Amnien konnte keine Tendenz in der Anzahl der Unter-
brechungen der BM festgestellt werden. Allerdings konnten davon vier Amnien nicht
beurteilt werden, da die BM hier zu keinem Untersuchungszeitpunkt abgrenzbar war und
somit auch keine méglichen Unterbrechungen der Immunteaktionslinie ausgezihlt werden
konnten. Bezieht man alle Amnien mit ein, so konnte im Median ein geringgradig positiver
Trendparameter von 0,07 ermittelt werden. Dies bedeutet, dass die Anzahl der Unter-
brechungen der BM im Median um 0,07 Score-Einheiten pro untersuchtem Zeitfenster
steigt. Sie nimmt also im Median von Tag 0 zu Tag 1, von Tag 1 zu Tag 90 sowie von Tag
90 zu 180 um 0,07 Score- Einheiten zu. Dies entspricht grob einem Zahlenwert von 0,3
Unterbrechungen. Bei der vergleichenden Untersuchung der Medianwerte der Unter-
brechungen der BM an Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der oben genannten Medianver-
gleichstests konnte in Tabelle 8 im Median zwischen den Tagen O und 1, 1 und 90, 90 und
180 sowie 0 und 180 kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden. Aller-
dings nihert sich der p-Wert zwischen Tag 90 und 180 (p = 0,07) dem festgelegten Signifi-

kanzniveau an.
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Tabelle 6: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Basalmembran der Amnion-
membranen an Tag 0, 1, 90 und 180. Beurteilt wurden die Abgrenzbarkeit sowie die Unter-

brechungen der Basalmembran auf einer Strecke von 2000 pm bei einer 1000fachen VergréB3erung

Amnion Abgrenzbarkeit der BM 100x Unterbrechungen der BM auf 2000 pm
100x

0 1 90 180 0 1 90 180
A2 0 2 1 2 - 4 7 14
A4 2 0 0 2 18 - - 16
B1 0 2 0 0 - 8 - -
C1 3 3 0 3 14 - 6
D1 2 1 3 3 14 8 9
D2 2 2 1 0 15 13 19 -
E1l 3 3 2 2 15 5 17 12
E2 2 2 3 3 10 1 11
E3 3 3 2 3 11 20 8
F1 0 0 0 0 - - - -
F2 3 0 0 3 8 - - 11
H1 3 3 2 1 14 16 34 -
H2 2 3 0 3 19 10 - 16
K1 2 3 3 0 12 11 25 -
M1 0 3 2 2 - 33 8 13
M2 3 2 3 3 18
T1 3 2 3 3 21
U1 0 3 3 3 - 2 2 13
Vi1 3 2 3 3 1 12 14 11
V2 3 0 1 3 9 - 6 10
V3 2 2 0 0 15 18 - -
W1 0 0 0 0 - - - -
W2 3 3 3 3 10 10 0 12
W3 3 3 3 2 0 7 16
X1 0 0 0 0 - - - -
X2 0 0 0 0 - - - -
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Abbildung 27: Darstellung der Medianscorewerte der Abrenzbarkeit (3 = gut, 2 = maBig,

1 = schlecht, 0 = nicht abgrenzbar) der der Basalmembran aller Amnionmembranen an Tag 0, 1,
90, 180
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Abbildung 28: Trendregression der Abgtenzbarkeit der Basalmembran aller 26 Amnion-

membranen sowie Angabe des Medianwertes (0) der Trendparameter

Tabelle 7: p-Werte der Medianvergleichstests fir die Abgrenzbarkeit der Basalmembran der
Amnionmembranen. Verglichen wurde zwischen Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und 180 sowie
Tag 0 und 180

Tag O vs. Tag 1 vs. Tag O vs.

Tag 1 Tag 90 Tag 90 vs. Tag 180 Tag 180

Wilcoxon/Mann-Whitney 0,9344 0,4313 0,3999 0,9271
Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.) 0,9303 0,4078 0,3715 0,9220
Med.Chi-square 0,7775 0,7734 0,3965 0,7801
Adj. Med.Chi-square 1,0000 1,0000 0,5719 1,0000
Kruskal-Wallis 0,9271 0,4260 0,3948 0,9198
Kruskal-Wallis (tie adj.) 0,9226 0,4024 0,3663 0,9142
van der Waerden 0,8872 0,4098 0,3720 0,8578

Median-p-Wert iiber alle Tests 0,9271 0,4260 0,3948 0,9198
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Abbildung 29: Darstellung der Medianscorewerte der Unterbrechungen (0 =0-4, 1 =5-9,
2 =10-14,3 = 15-19, 4 = 20) der Basalmembran aller Amnionmembranen an Tag 0, 1, 90, 180
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Abbildung 30: Trendregression der Unterbrechungen der Basalmembran aller 26 Amnion-

membranen sowie Angabe des Medianwertes (0,07) der Trendparameter

Tabelle 8: p-Werte der Medianvergleichstests fiir die Unterbrechungen der Basalmembran der
Amnionmembranen. Verglichen wurde zwischen Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und 180 sowie
Tag 0 und 180

Tag 0 vs. Tag 1 vs. Tag 90 vs. Tag O vs.

Tag 1 Tag 90 Tag 180 Tag 180

Wilcoxon/Mann-Whitney 0,1300 0,4186 0,0858 0,2148
Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.) 0,1115 0,4077 0,0718 0,1899
Med.Chi-squate 1,0000 0,6903 0,0183 0,0581
Adj. Med.Chi-square 0,6797 1,0000 0,0492 0,1296
Kruskal-Wallis 0,1249 0,4068 0,0812 0,2064
Kruskal-Wallis (tie-adj.) 0,1067 0,3958 0,0677 0,1818
van der Waerden 0,0908 0,4543 0,1232 0,2273

Median-p-Wert tiber alle Tests 0,1249 0,4186 0,0718 0,1899
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4.1.3 Morphologische Beurteilung der Amnionmembran

Die morphologische Untersuchung der AM erfolgte anhand der PAS-Reaktion auf einer
Strecke von 2000 um eines Priparates wobei das Epithels, das Stromas sowie der Mikro-
villisaum bei 400facher und 1000facher VergroBerung bewertet wurden. Die Beurteilungs-
zeitpunkte waren wiederum Tag 0, 1, 90 und 180. Das Amnionepithel wurde auf etwaige
Degenerationsanzeichen hin untersucht und gemil} eines modifizierten Scores nach Chiu
et al. (1970) kategorisiert. Auch das Stroma und der Mikrovillisaum wurden auf ihren Zu-
stand hin beurteilt und darauthin in 5 bezichungsweise 4 Kategorien eingeteilt. Die Tabelle
9 zeigt die Ergebnisse dieser Auswertung. Betrachtet man die Epithelmorphologie, so ist
in Abbildung 39 feststellbar, dass die Proben an Tag 0, 1, 90 und 180 im Median in die
Kategorie 4 fallen. Hier zeigen, wie in den Abbildungen 31 bis 34 zu sehen ist, deutlich
mehr als die Halfte der Epithelzellen Anzeichen einer Degeneration oder haben den Kon-

takt zur BM beziehungsweise dem Stroma verloren.

Abbildung 31: Tag 0, Epithelmorphologie Grad 4, die Epithelzellen zeigen Pyknose (offener
Pfeil), Zelllyse (Pfeil) und Karyolyse (Pfeilspitzen), PAS-Firbung, 1000fache Vergréierung



Abbildung 32: Tag 1, Epithelmorphologie Grad 4, die Epithelzellen zeigen Zelllyse (Pfeil),
Karyolyse (Pfeilspitzen) und Pyknose (offener Pfeil), der Epithelverband ist teilweise unterbrochen
(Sterne), PAS-Firbung, 1000fache VergroBerung
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Abbildung 33: Tag 90, Epithelmorphologie Grad 4, die Epithelzellen zeigen an tber 50 % eine
Ablbsung vom Stroma (Sterne), PAS-Firbung, 1000fache VergréBerung
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Abbildung 34: Tag 180, Epithelmorphologie Grad 4, die Epithelzellen zeigen Pyknose (offener
Pfeil) und sind teilweise kernlos (Stern), PAS-Firbung, 1000fache Vergroferung
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Fir die Epithelmorphologie zeigt die in Abbildung 40 dargestellte Trendregression fiir
zehn Amnien einen positiven Trendparameter. Die Epithelalterationen nehmen in diesen
Fallen also tendenziell zu. Bei elf Amnien zeigt sich ein negativer Trendparameter, sodass
hier tendenziell eher eine Verbesserung der Epithelmorphologie tber die Zeit stattfindet.
Finf der 26 Amnien zeigen im zeitlichen Verlauf keine Verinderungen der Epithelmor-
phologie. Uber alle Amnien betrachtet, konnte im Median keine Verinderung der Epithel-
morphologie der AM pro untersuchtem Zeitfenster festgestellt werden. Bei der verglei-
chenden Untersuchung der Medianwerte der Epithelmorphologie an Tag 0, 1, 90 und 180
mit Hilfe der Medianvergleichstests in Tabelle 10 konnte im Median zwischen den Tagen O
und 1, 1 und 90, 90 und 180 sowie 0 und 180 kein statistisch signifikanter Unterschied

testgestellt werden.

Im Hinblick auf die Stromabeschaffenheit konnen im Median alle Proben der Tage 0, 1, 90
und 180 in die Kategorie 4 eingeteilt werden. Hier zeigt das Stroma, wie in den Abbildun-
gen 35 und 36 zu sehen, auf Giber der Hilfte der untersuchten Strecke eine Spaltenbildung.

Lot

St f

Abbildung 35: Tag 0 (links) und Tag 1 (rechts), Stromabeschaffenheit Grad 4, Spaltenbildung
(Sterne), PAS-Reaktion, 1000fache Vergréfierung

50 pm

Abbildung 36: Tag 90 (oben) und Tag 180 (unten), Stromabeschaffenheit Grad 4, Spaltenbildung
(Sterne), PAS-Reaktion, 1000fache VergréBerung
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Die Trendregression der Stromabeschaffenheit, welche in Abbildung 41 dargestellt ist, zeigt
fir alle Amnien im Median keine Verinderung pro untersuchtem Zeitfenster. Betrachtet
man einzelne Amnien, so ist zu erkennen, dass acht Amnien einen positiven Trendpara-
meter aufweisen, also sich deren Stromabeschaffenheit tiber die Zeit tendenziell ver-
schlechtert, wihrend neun Amnien durch einen negativen Trendparameter gekennzeichnet
sind und sich ihre Stromabeschaffenheit im zeitlichen Verlauf tendenziell verbessert. Bei
den verbleibenden neun Amnien kann tber die Zeit durchschnittlich eher keine Verinde-
rung der Stromabeschaffenheit festgestellt werden. Bei der vergleichenden Untersuchung
der Medianwerte der Stromabeschaffenheit an Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der Median-
vergleichstests in Tabelle 11 zeigte sich im Median zwischen den Tagen 0 und 1, 1 und 90,
90 und 180 sowie 0 und 180 kein statistisch signifikanter Unterschied. Der Mikrovillisaum
ist, wie in Abbildung 37 gezeigt, bei den Proben der Tage 0, 1 und 180 im Median schlecht

erhalten. Sie fallen also in die Kategorie 3.

50 pm

Abbildung 37: Tag 0 (oben), Tag 1 (mittig) und Tag 180 (unten), Erhalt des Mikrovillisaums
Grad 3, abgel6ste Mikrovilli (Sterne), Zellen ohne Mikrovilli (Pfeile), teilweise plumpe Reste der
Mikrovilli (leere Pfeile), PAS-Reaktion, 1000fache VergréBerung
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Die Proben des Tages 90 zeigen, wie in Abbildung 38 zu sehen ist, im Median einen maf3ig

erhaltenen Mikrovillisaum und sind so in die Kategorie 2 einzuordnen.

Abbildung 38: Tag 90, Erhalt des Mikrovillisaums Grad 2, sehr kurze Mikrovilli (Pfeile), gut
erhaltene Mikrovilli (leere Pfeile), PAS-Reaktion, 1000fache VergréBerung

Durch die in Abbildung 42 dargestellte Trendregression ergab sich fiir den Erhalt des
Mikrovillisaums folgendes Bild: Zehn Amnien zeigen einen positiven Trendparameter und
damit durchschnittlich eine Verschlechterung des Mikrovillisaums beztiglich seines Erhalts
tber die Zeit der Untersuchung. Sechs Amnien sind durch einen negativen Trendparameter
gekennzeichnet, zeigen also mehrheitlich eine Verbesserung der Erhaltung des Mikro-
villisaums. Die verbleibenden zehn Amnien zeigen im zeitlichen Verlauf keinerlei Veriande-
rungen beztiglich der Mikrovillisaumerhaltung. Auch in der Gesamtheit der Amnien zeigen
diese pro untersuchtem Zeitfenster tendenziell weder eine Verbesserung noch eine Ver-
schlechterung der Erhaltung des Mikrovillisaums. Bei der vergleichenden Untersuchung
der Medianwerte des Erhalts des Mikrovillisaums an Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der
Medianvergleichstests in Tabelle 12 konnte im Median zwischen den Tagen 0 und 1, 1 und
90, 90 und 180 sowie 0 und 180 kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt

werden.
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Tabelle 9: Beurteilung der Amnionmorphologie durch die Bewertung von drei ausgewihlten
Bestandteilen der Amnionmembran (Epithelmorphologie, Stromabeschaffenheit, Erhalt des
Mikrovillisaums) an Tag 0, 1, 90 und 180. Fiir das genaue Bewertungsschema siche Tabelle 1

Amnion Epithelmorphologie Stromabeschaffenheit Erhalt des Mikrovillisaums

0 1 90 180 0 1 90 180 0 1 90 180
A2 5 2 4 4 2 4 1 0 3 2 3 3
A4 3 3 4 3 4 5 2 5 1 2 2 3
B1 4 4 4 4 3 1 2 4 4 4 4 4
Cl1 3 4 4 4 2 1 1 1 3 3 2 2
D1 2 2 3 2 4 2 3 0 1 1 1 1
D2 3 4 3 4 4 3 2 2 2 1 2 2
E1 2 3 4 4 1 1 3 4 1 1 1 1
E2 4 3 2 3 4 4 2 4 1 1 1 2
E3 2 2 4 4 4 4 3 4 1 2 2 3
F1 5 5 5 5 4 4 4 5 4 4 4 4
F2 5 4 4 4 4 1 4 5 4 3 3 3
H1 2 4 4 3 3 4 5 5 3 3 4 4
H2 3 2 4 4 4 4 5 5 0 1 2 2
K1 2 5 4 2 4 1 0 0 3 3 2 2
M1 2 4 2 2 0 0 3 0 1 2 1 2
M2 2 2 4 3 2 4 4 4 4 3 1 3
T1 3 2 2 2 4 4 5 4 1 2 2 3
Ul 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Vi1 5 3 2 3 4 4 4 4 4 3 3 2
V2 3 2 3 4 4 4 4 4 2 2 2 2
V3 5 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4
W1 5 5 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4
W2 3 2 3 4 4 4 4 4 2 1 1 1
W3 4 4 4 3 4 4 5 4 2 1 3 2
X1 5 5 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4

X2 5.5 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4
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Abbildung 39: Darstellung der Medianscorewerte der drei Bestandteile (Epithel, Stroma, Mikro-

villisaum) der Amnionmembranen an Tag 0, 1, 90 und 180

Epithelmorphologie (0 = Epithel vollstindig intakt, 1 = einzelne Epithelzellen sind von der Basal-
membran/dem Stroma geldst oder zeigen Anzeichen einer Degeneration, 2 = deutlich weniger als
die Hilfte der Epithelzellen haben den Kontakt zur BM/dem Stroma vetloren oder zeigen Anzei-
chen einer Degeneration, 3 = die Hilfte der Epithelzellen haben den Kontakt zur BM/dem Stroma
verloren oder zeigen Anzeichen einer Degeneration, 4 = deutlich mehr als die Hilfte der Epithel-
zellen haben den Kontakt zur BM/dem Stroma verloren oder zeigen Anzeichen einer Degene-
ration, 5 = vollstindiges Ablésen der Epithelzellen von der BM/dem Stroma und/oder alle

Epithelzellen zeigen eine ausgeprigte Degeneration)

Stromabeschaffenheit (0 = Stroma vollstindig intakt, 1 = Stroma zeigt an einzelnen Stellen Spalten-
bildung, 2 = Stroma zeigt an weniger als der Hilfte eine Spaltenbildung, 3 = Stroma zeigt an der
Hilfte eine Spaltenbildung, 4 = Stroma zeigt an iber der Hilfte eine Spaltenbildung, 5 = nahezu

kein Stroma mehr vorhanden)

Erhalt des Mikrovillisaums (0 = vollstindig erhalten, 1 = gut erhalten, 2 = miBig erhalten,

3 = schlecht erhalten, 4 = nicht erhalten)
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Abbildung 40: Trendregression der Epithelmorphologie aller 26 Amnionmembranen sowie
Angabe des Medianwertes (0) der Trendparameter

Tabelle 10: p-Werte der Medianvergleichstests fiir die Epithelmorphologie der Amnion-
membranen. Verglichen wurde zwischen Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und 180 sowie Tag 0
und 180

Tag 0 vs. Tag 1 vs. Tag 90 vs. Tag 0 vs.

Tag 1 Tag 90 Tag 180 Tag 180

Wilcoxon/Mann-Whitney 0,6671 0,5398 0,7143 0,9781
Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.) 0,6550 0,5236 0,7022 0,9774
Med.Chi-square 1,0000 0,5318 1,0000 0,5318
Adj. Med.Chi-squate 0,7638 0,7546 0,7420 0,7546
Kruskal-Wallis 0,6605 0,5338 0,7075 0,9708
Kruskal-Wallis (tie-adj.) 0,6481 0,5174 0,6951 0,9698
van der Waerden 0,6249 0,5089 0,7042 0,9410

Median-p-Wert iiber alle Tests 0,6605 0,5318 0,7075 0,9698
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Abbildung 41: Trendregression der Stromabeschaffenheit aller 26 Amnionmembranen sowie

Angabe des Medianwertes (0) der Trendparameter

Tabelle 11: p-Werte der Medianvergleichstests fir die Stromabeschaffenheit der Amnion-

membranen. Verglichen wurde zwischen Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und 180 sowie Tag 0
und 180

Tag O vs. Tag 1 vs. Tag 90 vs. Tag O vs.

Tag 1 Tag 90 Tag 180 Tag 180

Wilcoxon/Mann-Whitney 0,8548 0,5278 0,8692 0,9416
Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.) 0,8227 0,4906 0,8598 0,9331
Med.Chi-squate 0,1492 0,6381 1,0000 0,0744
Adj. Med.Chi-squate 0,4708 1,0000 0,6642 0,2342
Kruskal-Wallis 0,8476 0,5218 0,8620 0,9344
Kruskal-Wallis (tie-adj.) 0,8140 0,4844 0,8521 0,9225
van der Waerden 0,6339 0,6204 0,8921 0,8223

Median-p-Wert tiber alle Tests 0,8140 0,5278 0,8620 0,9225
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Abbildung 42: Trendregression des Erhalts des Mikrovillisaums aller 26 Amnionmembranen

sowie Angabe des Medianwertes (0) der Trendparameter

Tabelle 12: p-Werte der Medianvergleichstests fiir den Erhalt des Mikrovillisaums der Amnion-
membranen. Verglichen wurde zwischen Tag 0 und 1, Tag 1 und 90, Tag 90 und 180 sowie Tag 0
und 180

Tag O vs. Tag 1 vs. Tag 90 vs. Tag O vs.

Tag 1 Tag 90 Tag 180 Tag 180

Wilcoxon/Mann-Whitney 0,8405 0,9927 0,552 0,7557
Wilcoxon/Mann-Whitney (tie-adj.) 0,8347 0,9925 0,5361 0,7469
Med.Chi-square 0,3751 0,5791 0,5791 0,5599
Adj. Med.Chi-square 0,5544 0,7815 0,7815 0,7707
Kruskal-Wallis 0,8333 0,9854 0,5459 0,7488
Kruskal-Wallis (tie adj.) 0,8274 0,9849 0,5298 0,7397
van der Waerden 0,8742 0,9371 0,4965 0,5826
Median-p-Wert iiber alle Tests 0,8333 0,9849 0,5459 0,7469

4.1.4 Zusammenhang zwischen der Dicke und der Stromabeschaffenheit der

Amnionmembran

Anhand der Querschnittsregression der Dicke auf die Stromabeschaffenheit in Abbil-
dung 43 wird deutlich, dass zwischen diesen beiden Parametern eine positive Korrelation
besteht. Konkret bedeutet dies, dass es mit jedem Grad Stromaanstieg, also einer Zunahme
der Spaltenbildung, auch zu einer Dickenzunahme der AM kommt. Dieser Zusammenhang
kann nur bis Grad 4 bestehen, da bei Grad 5 per Definition nahezu kein Stroma mehr
vorhanden ist. An Tag 0 und 1 zeigt sich tber alle Amnien betrachtet also eine durch-

schnittliche Dickenzunahme von 2,44 um beziehungsweise 4,71 um pro Grad der Stroma-
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beschaffenheit. Diese Zunahmen sind statistisch nicht signifikant. Im Gegensatz dazu
ergeben sich fiir die Tage 90 und 180 statistisch signifikante Steigungskoeffizienten von
0,31 um beziechungsweise 4,35 um.
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Abbildung 43: Querschnittsregression von der Dicke der Amnionmembranen auf die Stroma-
beschatfenheit

4.2  Bakteriologische und mykologische Ergebnisse

In der mikrobiologischen Untersuchung der Amnionmembranen zeigen 5/26 Proben an
Tag 0 ein positives bakteriologisches Ergebnis. Alle in Tabelle 13 aufgelisteten Bakterien an
Tag 0 konnten erst nach Anreicherung nachgewiesen werden. Es handelte sich hierbei um
Brevibacillus parabrevis, Sphingomonas paucimobilis, zweimalig Staphylococcus epidermidis und Staphy-
lococeus psendintermedins. Bei einer von 26 Proben an Tag 1 wurde nach Anreicherung ein
Bakterium nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um Staphylococcus warneri. An Tag 90 wurde
bei 2 von 24 Proben eine bakterielle Besiedlung festgestellt. Eine Probe zeigt ein gering-
gradiges Wachstum von Staphylococcus hominis, wihrend es bei der anderen Probe nach
Anreicherung zu einem Wachstum von S#eprococcus cristatus kam. Betrachtet man die Proben
an Tag 180 so wurde hier bei 3 von 24 Proben ein positives bakterielles Wachstum festge-
stellt. Dieses erfolgte bei 2 Proben nach Anreicherung und bei einer Probe nach gingigen
Inkubationsbedingungen in geringsgradigem Ausmal. Es handelt sich um folgende

Bakterien: Paenibacillus amylolyticus, Staphylococcus warneri und Staphylococcus hominis.

Bei keiner der Proben wurde ein Pilzwachstum festgestellt.
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Tabelle 13: Bakteriologisch und mykologische Untersuchung der Amnionmembranen an Tag 0, 1,
90 und 180

Amnion Tag 0 Tag 1 Tag 90 Tag 180
A2 _ _ Nicht durchgefiihrt Nicht durchgefiihrt
A4 - - Nicht durchgefiihrt Nicht durchgefiihrt
Nach Anreicherung - Nach Anreicherung
B1 Brevibacillus parabrevis Paenibacillus amylolyti-
cus
C1 - - - =
- Nach Anreicherung - -
D1 X
Staphylococcus warneri
D2 = = - -
E1 - - - -
E2 - - Staphylococcus hominis -
(1 Kolonie)
- - Nach Anreicherung _
E3 .
Streptococcus cristatus
Nach Anreicherung - - -
1871 Sphingomonas pancino-
bilis
F2 - - - -
H1 - - - -
H2 - - - -
Nach Anreicherung - - -
K1 Staphylococens epidermi-
dis
M1 - - - -
M2 = = -
T1 - - - -
U1 - = - -
Nach Anreicherung - - -
V1 Staphylococens epidermi-
dis
Nach Anreicherung - - -
V2 Staphylococcus psendin-
termedins
V3 - - - Gerningstgradig
Staphylococens hominis
W1 - - - -
W2 - - - -
= = - Nach Anreicherung
W3 Gerninggradig
Staphylococens warneri
X1 - - - -

X2 = = - -
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5 Diskussion

Die Amnionmembran kommt aufgrund ihres positiven Einflusses auf die Wundheilung
(TSENG et al. 1999, YANG et al. 2006, LO und POPE 2009) in der Humanmedizin fir
zahlreiche Indikationen wie zum Beispiel der Behandlung von Wunden (ANDONOVSKA
et al. 2008, FETTEROLF und SNYDER 2012, PAGGIARO et al. 2018) sowie in der
rekonstruktiven Chirurgie (GHARIB et al. 1996, KESTING et al. 2014) und Ophthalmo-
logie (ANDERSON 2001, HANADA et al. 2001, DEKARIS und GABRIC 2009) zum

Einsatz.

In der Veterinirmedizin kommt die AM als biologisches Transplantat vor allem in der
Ophthalmologie zur Deckung erworbener kornealer Defekte oder nach Tumorexzision zur
Anwendung (OLLIVIER et al. 2006, KALPRAVIDH et al. 2009, PLUMMER et al. 2009,
BARACHETTT et al. 2010). Hier wird sowohl equine, porcine, bovine als auch kanine AM
in klinischen und/oder experimentellen Studien verwendet (OLLIVIER et al. 2000,
TSUZUKI et al. 2008, KALPRAVIDH et al. 2009, KIM et al. 2009). Einschrinkend ist
allerdings zu sagen, dass nach derzeitigem Kenntnisstand nur sehr wenige Studien
speziell zur Anwendung von KAM am Auge und im Speziellen fiir korneale Erkrankungen
existieren (BARROS et al. 2005, KALPRAVIDH et al. 2009). NAM et al. (2013) ver-
wendete die KAM allerdings bereits als Grundlage fiir die Kultivierung kaniner kornealer
Epithelzellen. In der Humanmedizin kommt der Privention mdglicher ibertragbarer

Erkrankungen durch die AM eine besonders hohe Bedeutung zu.

Um die Sicherheit des Produktes zu gewihtleisten, mussen vor dessen Anwendung am
Patient Screeningstests des Spenders und der AM selbst durchgefithrt werden (DEKARIS
und GABRIC 2009). Die AM muss also in dieser Zeit gelagert werden kénnen ohne einen
deutlichen Qualititsverlust zu erleiden. Um die Verfiigbarkeit der AM zu verbessern, sind
moglichst lange Lagerungszeiten ebenfalls vorteilhaft. Mit der Kryokonservierung ist es
gelungen eine Methode zu entwickeln, die eine lingerfristige Lagerung der humanen AM
bis zu zwei Jahren bei gut erhaltener Qualitit und Struktur erlaubt (LEE und TSENG
1997, MEHTA et al. 2008, RODRIGUEZ-ARES et al. 2009, THOMASEN et al. 2011,
COOKE et al. 2014).

Ziel der vorliegenden Studie war es die Qualitit sowie einen moglichen Qualititsverlust der
KAM dtber die Zeit der Kryopriservation mit Hilfe von histologischen und mikrobiellen
Kriterien zu ermitteln. Dies stellt eine Vorarbeit zum klinischen Einsatz der KAM als
allogenes oder autogenes Transplantat dar. Die histologischen Ergebnisse der Studie konn-
ten zeigen, dass es wihrend und nach der Kryopriservation eher zu keiner Verinderung
der morpho-logischen Charakteristika kommt. Die KAM befand sich allerdings bereits an

Tag 0 nach Fixierung und Priparation in einem maifBigen bis teilweise schlechten Zustand.
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Die Messung der Dicke ergab eine tendenzielle Abnahme der selbigen iiber den Zeitraum
der Untersuchung, wobei diese nur zwischen Tag 0 und 1 statistisch signifikant war. Die
Basalmembran zeigte in der immunhistologischen Untersuchung im der Gesamtschau eine
miflige bis schlechte Abgrenzbarkeit. Dort wo sie sichtbar ist, zeigt sie mehrheitlich eine
gute bis malige Integritit, die sich iber die Zeit der Kryopriservation und insbesondere
am Ende der Lagerungszeit tendenziell leicht verschlechtert. Im Rahmen der mikrobiellen
Untersuchung zeigt sich an 11 % der Untersuchungspunkte ein positives bakterielles
Wachstum. Dies erscheint zunichst relativ hoch, es handelt sich jedoch mehrheitlich um

niederpathogene Erreger.

Die Ergebnisse lassen also die Schlussfolgerung zu, dass die KAM wihrend des Priparati-
onsprozesses einen Qualititsverlust erfahrt und durch die Bearbeitung zu einem histologi-
schen Praparat Artefakte entstehen. Durch den Kryokonservierungsprozess sowie die
Lagerung kommt es aber zu keinem weiteren Qualitdtsverlust. In zukiinftigen klinischen
Studien sollten nun die wundheilungsférdernden Eigenschaften der KAM, unter Bertick-
sichtigung der initial scheinbar eher mdBigen Qualitit sowie der Fragilitit des Produktes, an

kornealen Defekten beim Hund untersucht werden.

5.1 Material und Methoden

Die Amnionmembranen wurden, wie es unter klinischen Bedingungen fiir die Transplanta-
tion am Auge notig ist, unter sterilen Kautelen entnommen. Wahrend der Priparation fiel
auf, dass es bereits bei mifig starkem Druck durch einen feuchten Holztupfer zu Ver-
letzungen des Amnions kommen kann. Mogliche Ursachen hierfiir kénnten zum einen die

geringere Dicke der kaninen AM im Nativzustand sein (siche unten).

ARCELLI et al. (2009) postulieren, dass eine autologe Transplantation von kaninem Am-
nion zur Behandlung kornealer Defekte aufgrund der engen Verbindung zum Chorion
nicht moglich sei und dieses in der Folge den direkten Kontakt zwischen Amnion und
kornealem Stroma verhindere. Diese Aussage trifft allerdings nicht zu, da die Allantois des
Fleischfressers das Amnion vollstindig umwachst, sodass der Embryo von zwei fliissig-
keitsgeftllten Fruchthohlen umgeben ist. Das Amnion hat also keinen direkten Kontakt
zum Chorion (WEHREND 2013). Dennoch kann es bei der Isolierung der AM zu einer
Verletzung der selbigen gekommen sein, da es nach der Er6ffnung der Fruchthillen wih-
rend des Kaiserschnittes zu einem Kollabieren der Fruchthéhlen kommt und so die
Schichten aufeinander zu liegen kommen. Bei 22 von 26 Amnien fand mit Sicherheit eine
komplette Trennung von der gefiB3fihrenden Allantois statt. In den daraus angefertigten
Priparaten zeigte sich ein physiologischerweise avaskuldres Amnionstroma, sodass vom
Vorliegen der einzelnen KAM ohne Allantois ausgegangen werden kann. Bei den Pripara-
ten der anderen vier Amnien sind in den immunhistologischen Schnitten vereinzelt Gefal3-
anschnitte sowie Entziindungszellen zu sehen. Hierbei kann es sich um Gefille der Allan-

tois, eventuell aber auch um Gefille, die aufgrund einer Entzindungsreaktion in das Am-
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nion eingewandert sind, handeln. Hierbei kommt eine Chorioamnionitis in Frage, bei der es
infolge einer in utero Infektion zu einer Infiltration des Chorions, bei einem schwereren
Verlauf der Erkrankung aber auch des Amnions, mit neutrophilen Granulozyten kommt
(OCHEKE et al. 2016). Wahrend der zugehorigen Kaiserschnitte konnten an den Frucht-
hillen sowie dem Fruchtwassers rein makroskopisch allerdings keine pathologischen Ver-

anderungen festgestellt werden, die auf ein entziindliches Geschehen hindeuten.

Nach der Isolierung der KAM wurde diese mit der epithelialen Seite nach oben auf eine
Nitrozellulosemembran gespannt. Die Verwendung dieser Membran fur die Lagerung von
Amnionmembran, welche als Transplantat am Auge genutzt werden soll, wurde bereits von
zahlreichen Autoren beschrieben (OLLIVIER et al. 2006, PLUMMER et al. 2009, QURE-
SHI et al. 2010) und kam deshalb auch in der hier vorliegenden Studien zum Einsatz. Da es
sich bei der AM um ein sehr diinnes Gewebe handelt, welches zur Faltenbildung neigt, ist
eine aufgespannte Lagerung sinnvoll. Des Weiteren ist nur so eine eindeutige Identifizie-
rung der epithelialen/stromalen Seite méglich. Dieser Aspekt ist von therapeutischer Rele-
vanz, da je nach Indikation die epitheliale oder die stromale Seite der AM Kontakt zur
Kornea haben sollte (DUA et al. 2004).

In der Humanmedizin wurde bereits vor iiber 70 Jahren humane AM zur Behandlung von
Erkrankungen der Augenoberfliche eingesetzt (ROTTH 1940, SORSBY und SYMONS
1946). Durch LEE und TSENG (1997) kam es dann zur Einfiihrung konservierter AM zur
Rekonstruktion okulirer Oberflichendefekte und damit zu einer breiten Anwendung auf
diesem Gebiet. Fine spezielle Methode zur Haltbarmachung sollte die biologischen Eigen-
schaften der AM mdglichst gut erhalten (KIM und TSENG 1995). Das urspriingliche
Protokoll zur Priservation der AM zur Anwendung am Kaninchenauge sah eine Lagerung
in Glycerin 100 % fir eine Woche bei 4 °C vor. Zugunsten einer lingeren Lagerungszeit
und somit fir die Anwendung beim Menschen geeigneter, wurden die Amniontrans-
plantate in Glycerin 50 % bei - 80 °C haltbar gemacht (LEE und TSENG 1997).

Mehrere klinische Studien konnten belegen, dass die kryokonservierte AM sowohl in der
Human- als auch in der Tiermedizin ein niitzliches Substrat zur Rekonstruktion kornealer
Ulzerationen sowie anderer konjunktivaler Defekte ist (TSENG et al. 1997, KRUSE et al.
1999, KRUSE et al. 2000, ARCELLI et al. 2009, PLUMMER et al. 2009). Des Weiteren
kommt sie beim Mensch zur Therapie der limbalen Stammzelldefizienz sowie des Symple-
pharons erfolgreich zum FEinsatz (TSENG et al. 1997, TSENG 1998, SABATER und
PEREZ 2017). Aufgrund der breitgeficherten und erfolgreichen Anwendung der kryokon-
servierten AM zur Therapie okulirer Erkrankungen wurden in dieser Studie die Auswir-
kungen dieser Konservierungsmethode auf die kanine AM untersucht. Andere mogliche
Konservierungs- und Sterilisationsmoglichkeiten sind die Lyophilisierung (Gefriertrock-

nung), die Dehydratation durch Luft, die Haltbarmachung mit Peroxyessigsaure und die

Bestrahlung mit y-Strahlen sowie Kombinationen aus den genannten Verfahren. Die Studie
von VERSEN-HOYNCK et al. (2004b) untersuchte die Einfliisse verschiedener Sterilisati-
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ons- und Konservierungsmethoden auf die histologischen Eigenschaften sowie die Dicke
der AM. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass es bei der Sterilisation der AM durch
Bestrahlung zu deutlichen strukturellen Verinderungen des Gewebes kommt. Dabei zeigte
das Epithel deutliche Degenerationsanzeichen sowie weite Interzellularriume zwischen den
Epithel-zellen. Auch das Stroma zeigte deutliche Verinderungen in Form von Spaltraum-
bildung zwischen den Kollagenfaserbiindeln. Die Integritit der Basalmembran blieb je-
doch, wie bei allen anderen Verfahren auch, erhalten. Das Amnionepithel war nach der
Haltbarmachung durch Gefrieren bei -80 °C, durch Lufttrocknung, in Glycerin 98 % bei
4 °C sowie in der Gruppe der Peroxyessigsiure sterilisierten und luftgetrockneten Priparate
am besten er-halten. Der signifikanteste Unterschied beztiglich der Dicke der Amnien
bestand zwischen den luft- oder gefriergetrockneten Amnien (1) und den Amnien, die in
Glycerin bei 4 °C gelagert wurden (2). Die Amnien 1 zeigten mit einer durchschnittlichen
Dicke von 20-30 um signifikant niedrigere Werte als die Amnien 2. Diese zeigten durch-
schnittliche Werte von 45-50 um.

In der vorliegenden Studie fiel die Wahl eines Kryoprotektivums also auf das Glycerin.
Dieses enthilt keine Elektrolyte, sodass es zu einem osmotischen Gefille zwischen Intra-
und Extrazellularraum kommt. Es kommt also zu einem Efflux von Elektrolyten aus der
Zelle heraus. Gleichzeitig ist die Zellmembran aber permeabel fir Glycerin. So gelangt es
ins Zellinnere, sodass eine Zellschrumpfung nicht stattfindet. Durch die niedrige Elektro-
lytkonzentration in der Zelle wird eine Fiskristallbildung und eine damit verbundene
Schidigung  der  selbigen  minimiert FOOD  AND  AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS- BASIC PRINCIPLES OF
CRYOPRESERVATION). In der vorliegenden Studie haben wir uns aufgrund der auf-
fallenden Feinheit und Fragilitit wihrend der Priparation fir die Verwendung von
Glycerin entschieden, da es bei der Lagerung in diesem Medium offensichtlich nur zu einer
geringen Reduktion der Dicke kommt. Kritisch ist allerdings zu bemerken, dass es durch
die hydrophilen Eigenschaften von Glycerin zu einem Finstrom von Wasser und somit zu
einer Schwellung des Gewebes und damit zu einer falsch hohen Dicke der AM kommen
kann (VERSEN-HOYNCK et al. 2004b). Die Autoren geben weiterhin zu bedenken, dass
die erwihnten Unterschiede der Dicke der Amnien zwischen den unterschiedlichen Sterili-
sations- und Konservierungsmethoden moglicherweise auch durch die physiologische
Schwankungsbreite, wie durch BOURNE (1960) bereits erwahnt, zu erkliren sind.

In Bezug auf die strukturellen sowie biologischen Eigenschaften der AM kommen mehrere
Studien zu dem Ergebnis, dass diese durch die Kryopriservation in Glycerin kaum oder
tberhaupt nicht beeintrichtigt werden. So kamen COOKE et al. (2014) zu dem Schluss,
dass die extrazellulire Matrix der AM durch die Kryopriservation keinen Schaden nimmt,
wihrend es bei einer Dehydratation zu einer Verdichtung des Gewebes sowie zu einer
Veranderung der strukturellen Matrixkomponenten kommt. Des Weiteren konnte eine
wichtige Matrixkomponente, das HC-HA/PTX3-Molekil, in der dehydrierten AM im

Gegensatz zur kryokonservierten Form nicht mehr nachgewiesen werden. Dieses Molekiil
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besteht aus einer hochmolekularen Hyaluronsaire (HC-HA) und einem Protein (PTX3),
welche im Komplex in vitro zu einer Hemmung der Proliferation sowie zu einer Steigerung
der Apoptose von Lipopolysaccharid- induzierten Makrophagen fithren. Durch die Regula-
tion verschiedener Zytokine wie zum Beispiel der Downregulation von I1.-12 hat es antiin-
flammatorische sowie narbenreduzierende Eigenschaften. In der dehydrierten AM fanden
die Autoren lediglich niedermolukulare Hyaluronsiure, welche eher eine pro-
inflammatorische sowie immunstimulierende Wirkung hat. Die HC-HA hingegen gilt als
die Isoform der Hyaluronsiure, die fiir die oben benannten therapeutischen Eigenschaften
der AM verantwortlich ist. Eine weitere Studie von WAGNER et al. (2018) vergleicht die
Kryopriservation von Amnien mit und ohne Glycerin. Die Amnien in Glycerin zeigten
eine bessere Zellvitalitit und eine hohere Sekretion des Fibroblastenwachstumsfaktors
(bFGF) nach dreimonatiger Lagerungszeit. Nach sechs Monaten konnte in diesen beiden
Punkten allerdings kein Unterschied mehr festgestellt werden. Es gab auch keine signifi-
kanten Unterschiede beztiglich der epithelialen oder der stromalen Struktur. Auch die
Reif3festigkeit des Gewebes zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Lagerungsgruppen.

Des Weiteren existieren ebenfalls vergleichende Untersuchungen zwischen der bereits
lange etablierten Kryopriservation und der Lyophilisation. So beschiftigten sich unter
anderem ALLEN et al. (2013) mit dieser Thematik, da die gefriergetrocknete AM der
kryokonservierten AM aus logistischen Griinden tberlegen ist, und kamen zu dem Schluss,
dass Amnien welche vor der Lyophilisation mit einer schiitzenden Substanz wie Trehalose
oder Raffinose behandelt wurden bessere strukturelle Eigenschaften, dhnlich der nativen

AM, aufwiesen als kryopraservierte und gefriergetrocknete Amnien ohne Lyoprotektivum.

Man kann also festhalten, dass momentan mehrere mogliche Protokolle zur Aufbewahrung
und Konservierung von Amnion existieren (HENNERBICHLER et al. 2007, WOLBANK
et al. 2009), zur Zeit aber die Lagerung in Glycerin und einem Zellkulturmedium wie
DMEM in einem Verhiltnis von 1:1 bei -80 °C, wie von LEE und TSENG (1997) be-
schrieben, am haufigsten Anwendung findet. Aufgrund dessen dient diese Art der Aufbe-
wahrung auch als Grundlage fiir die hier vorliegenden Untersuchungen. Eine neuere Studie
von HETTIARACHCHI et al. (2016) zeigt zwar, dass die Lagerung der AM bei
-196 °C in 1:1 DMEM/Glycerin oder 1:1 DMSO/FBS die Struktur der AM besser erhilt
als die Lagerung bei -80 °C in beiden Medien, die Lagerungszeit aber bei dieser Untersu-
chung nur 6 Wochen betrug. So kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass eine Lagerung
bei -80 °C eher zum Abldsen des Epithels und zu einer verminderten Zellvitalitit fithrt. Im
Gegensatz dazu blieb wihrend der Lagerung der AM bei -196 °C sowohl die Zellvitalitit
als auch die Membranintegritit erhalten. Zum Erreichen solch tiefer Minustemperaturen
wird in aller Regel fliissiger Stickstoff verwendet (MAZUR 1984). Dieser muss regelmal3ig

aufgefiillt werden, was die Lagerung etwas aufwendiger macht.
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In der vorliegenden Studie wurden, basierend auf den Informationen in vorhandenen,
tberwiegend humanmedizinischen Studien, die morphologischen Merkmale, die Dicke der
Amnionmembranen sowie deren mikrobiologische Figenschaften an 4 unterschiedlichen

Zeitpunkten beurteilt.

An Tag 0 wurden die Proben in ihrem frischen Zustand beurteilt. Er dient also als Ver-
gleichstag zu den Untersuchungen der kryokonservierten Amnien an Tag 1, 90 und 180.
Auch RODRIGUEZ-ARES et al. (2009) ziehen die native AM als Ausgangspunkt ihrer
Untersuchungen heran. Dort diente die unkonservierte AM als Kontrollmaterial fir die
vergleichende Untersuchung zwischen den Konservierungsmethoden Kryopriservation in
Glycerin und Gefriertrocknung. Auch TAN et al. (2014) zogen die native AM heran um
deren strukturelle und biologische Eigenschaften mit denen der kryokonservierten AM zu

vergleichen.

An Tag 1 der hier vorliegenden Untersuchungen sollte der Einfluss des Einfrierprozesses
auf die Qualitit der Proben beurteilt werden. Bei einem zu langsamen Gefrierprozess
kommt es durch einen linger andauernden Elektrolytefflux zu einer Dehydratation und
damit Schrumpfung der Zelle. Bei einem zu schnellen Einfrieren von Zellen hingegen,
werden diese durch intrazellulidre Eiskristallbildung geschidigt (MAZUR et al. 1972). Beide
Mechanismen werden wie oben beschrieben durch das Kryoprotektivum Glycerin theore-
tisch auBler Kraft gesetzt und die Zellen damit vor den negativen Einflissen des Gefrier-
prozesses geschiitzt. Trotzdem sollte dieser Aspekt in der vorliegenden Studie nicht unbe-
ricksichtigt bleiben, da es sich bei der KAM um ein sehr fragiles Gewebe handelt und es
moglicherweise doch zu Schiden an Bestandteilen, die fiir eine erfolgreiche Transplantati-

on wichtig sind, kommen kann.

Die Tage 90 und 180 in dieser Studie dienen der Untersuchung der Qualitit der Amnion-
proben nach einer lingeren Zeit der Kryokonservierung. Der letzte gewihlten Zeitpunkt
(Tag 180) orientiert sich an dem tblichen Lagerungszeitraum der AM in der Humanmedi-
zin vor deren Anwendung als Transplantat. So kommt die AM dort in der Regel erst nach
sechs Monaten, also nach Erhalt aller serologischen Ergebnisse des Spenders sowie der
Einhaltung eines sicheren Zeitraums fiur das Auftreten moglicher tGbertragbarer viraler
Erkrankungen, am Patient zum Einsatz (ADDS et al. 2001, FUST et al. 2012, JIRSOVA
und JONES 2017). In der hier vorgelegten Arbeit wurde zusitzlich nach drei Monaten eine
Untersuchung der KAM durchgefithrt um einen méglichen Unterschied zwischen drei und
sechs Monaten Lagerungszeit feststellen zu koénnen. Einige Veroffentlichungen aus der
Humanmedizin geben nidmlich mitunter auch andere Zeitrdume von drei bis vier Monaten
bis zur klinischen Anwendung der AM an (MA 2000, QURESHI et al. 2010). Auf diesen
Angaben basieren hochstwahrscheinlich die Studien, welche sich mit dem Einfluss der
unterschiedlichen Lagerungszeitriume auf die histologischen/immunhistologischen, biolo-
gischen, ultrastrukturellen sowie mikrobiologischen Eigenschaften der AM beschiftigen. So
untersuchten WAGNER et al. (2018) die histologischen und mechanischen Eigenschaften
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der HAM sowie deren Zellvitalitit und die Sekretion des basic fibroblast growth factors
(bFGF) nach einem Monat sowie nach drei und sechs Monaten wihrend der Kryokonser-
vierung mit und ohne Glycerin. Eine weitere Untersuchung von LIU et al. (2015) vergleicht
zwei Kryokonservierungsmethoden im Hinblick auf deren Einfluss auf die Ultrastruktur
unter einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) sowie die Zellvitalitit nach drei
und sechs Monaten. Auch SINGH et al. (2003) untersuchen die HAM nach drei und sechs
Monaten. Dort wurden die biologischen und mikrobiologischen Eigenschaften von luftge-
trockneter/bestrahlter AM bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen miteinander

verglichen.

Fir die histologische sowie immunhistologische Beurteilung wurden die Amnionproben
zunichst in 4 %iger Formaldehydlosung fixiert, da diese Form der Fixierung von Geweben
in der Histologie die gingige Standardmethode darstellt (OZKAN et al. 2012, MULISCH
und WELSCH 2015). Die immunhistologische Firbung von formalinfixierten Schnitten
stellt zwar eine Herausforderung dar, da es wihrend des Fixierungsprozesses zu einer
Quervernetzung (cross-linking) zwischen Proteinen beziehungsweise Proteinen und Ami-
nosduren und dadurch zu einer Maskierung der Epitope kommt (ANSON und EDSALL
1945, WERNER et al. 2000). Diese kann allerdings durch Verfahren wie Hitze- oder Pro-
teasebehandlung wieder riickgingig gemacht werden, sodass der eingesetzte Antikérper an
das gesuchte Epitop binden kann (BATTIFORA 1991, WASIELEWSKI et al. 1994). Die
Linge der Fixierung der Proben sollte 48 Stunden nicht deutlich Gberschreiten, da es durch
den daraus folgenden Anstieg der Quervernetzungen und teilweise irreversiblen Schiden
an den Epitopen zu einer wenig spezifischen Firbung kommen kann. Durch den Einsatz
von hoheren Antikérperkonzentrationen, lingeren Inkubationszeiten des Antikérpers
und/oder Signalamflikation kénnen zwar noch einige Epitope sichtbar gemacht werden,
die Hintergrundfirbung nimmt jedoch ebenfalls deutlich zu (WERNER et al. 2000). In der
hier vorliegenden Studie wurden die Proben fiir mindestens 24-72 Stunden fixiert. Ein
maximaler Fixationszeitraum wurde nicht definiert, sodass eine Uberfixierung bei einigen
Proben moglich ist. Die weitere Aufbereitung der Proben hinsichtlich der Antigendemas-
kierung erfolgte bei allen Proben in gleicher Weise, sodass die teilweise lange Fixierzeit das

Farbeergebis der betroffenen Proben negativ beeinflusst haben kénnte.

Fir die Beurteilung der morphologischen Merkmale der KAM wurde in dieser Untersu-
chung die PAS-Reaktion gewihlt, da diese im Vergleich zur H.E.-Firbung eine bessere
Darstellung der zu beurteilenden Strukturen, insbesondere der Basalmembran, erméglichte.
Mit der H.E.-Firbung ergaben sich nur unzureichende Firbeergebnisse, die eine morpho-
logische Beurteilung und folgende Graduierung nicht erméglichten. Unter Verwendung der
PAS-Reaktion hingegen konnte ein gutes Firbeergebnis erzielt werden und alle Gewebe-
typen gut voneinander abgegrenzt und bewertet werden. Auch andere Studien verwenden
sowohl die H.E-Firbung als auch die PAS-Reaktion als Standardfirbung zur Beurteilung
der AM (VERSEN-HOYNCK et al. 2004b, RODRIGUEZ-ARES et al. 2009).
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Sowohl in der Human als auch in der Veterinirmedizin wird die PAS-Reaktion zur Darstel-
lung und Beurteilung der Basalmembran unterschiedlicher Gewebetypen genutzt
(POLLITT 1996, ARCADI 1997, RODRIGUEZ-ARES et al. 2009). Bei unseren Untersu-
chungen ist die Basalmembran mit Hilfe der PAS-Reaktion allerdings nur in einzelnen
Proben gut abgrenzbar, weshalb die Kontinuitit der Basalmembran in den immunhistolo-

gisch gefarbten Praparaten beurteilt wurde.

Zur Darstellung der Basalmembran der KAM wurde hier eine immunbhistologische Fir-
bung des Glykoproteins Laminin gewihlt, wie es auch in der Studie von (RIAU et al. 2010)
an humaner AM durchgeftihrt wurde. Als Zielprotein wurde Laminin ausgesucht, da es den
Hauptbestandteil der nicht-kollagenen Proteine der Basalmembran ausmacht und somit gut
tir die Beurteilung ihrer Integritit geeignet ist (TAKASHIMA et al. 2008). Des Weiteren
beeinflusst Laminin wesentliche zellulire Aktivititen wie die Zelladhision,- migration,-
differenzierung und -proliferation sowie die Apoptose in unterschiedlichen Gewebetypen
(AUMAILLEY und SMYTH 1998). So konnten TERRANOVA und LYALL (1980)
zeigen, dass es entlang eines Laminingradienten zu einer Migration gingivaler Epithelzellen
kommt. Des Weiteren kamen die Autoren dieser Studie zu dem Ergebnis, dass Laminin
auch das gingivale Epithelzellwachstum férdert. In Epithelien wie der Haut und der Kor-
nea ist Laminin-5, eine der zahlreichen Isoformen, die dominierende Komponente. Sie
tordert dort vor allem die rasche Keratozytenmigration bei bestehenden epithelialen Defek-
ten (KARIYA et al. 2004, IORIO et al. 2015). CIRMAN et al. (2014) beschreiben ebenfalls
die chemotaktischen Eigenschaften von Laminin auf epitheliale Zellen und die daraus

resultierende Substratwirkung fir die Epithelisierung.

Daraus kann man schlieBen, dass die Anwesenheit von Laminin fiir die Reepithelisierung
von Wunden und somit auch von kornealen Defekten eine entscheidende Rolle spielt.
Laminin spielt laut OHJI et al. (1993) auch fur die Adhision kornealer Epithelzellen eine
entscheidende Rolle. Bei dieser Studie handelte es sich um ein in vitro Experiment mit
humanen kornealen Epithelzellen. Diese zeigten eine bessere Adhidsion an Laminin als an
Fibronektin, welches ebenfalls ein wichtiges Glykoprotein der Basalmembran ist. Korneale
Epithelzellen vom Kaninchen zeigen allerdings ein bessere Adhdsion an Fibronektin als an
Laminin (KAMERON et al. 1988). Diese unterschiedliche Affinitit zu den jeweiligen
Komponenten der BM ist moglicherweise auf speziesspezifische Unterschiede der kornea-
len Epithelzellen zuriick zufiihren (OHJI et al. 1993). Uber die Adhision kaniner kornealer
Epithelzellen an Laminin existieren nach jetzigem Kenntnisstand keine belastbaren Daten.
Allerdings kann Laminin, wie die Arbeit von BENTLEY et al. (2001) zeigt, gut als Marker-
protein flr die immunhistochemische Darstellung der BM des kaninen Korneaepithels
genutzt werden. Auch LABELLE et al. (2012) konnten bei der immunhistologischen Un-
tersuchung physiologischer Hundeaugen Laminin in der Basalmembran des kornealen
Epithels nachweisen. Des Weiteren war eine erfolgreiche Darstellung der Basalmembran
humaner AM durch eine immunhistologische Firbung von Laminin méglich (RIAU et al.
2010). FUKUDA et al. (1999) wiesen in ihrer Studie Laminin-1 und 5 sowohl in der Ba-
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salmembran humaner Cornea, Konjunktiva sowie humaner Amnionmembran nach, sodass
aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit sowie der oben beschriebenen Eigenschaften des
Laminin eine Untersuchung der Basalmembran der kaninen AM mit Hilfe dieses Struktur-

proteins sinnvoll erscheint.

5.2 Ergebnisse der Dickenmessung der AM

Die Untersuchung der Dicke der KAM in der vorliegenden Arbeit zeigt, dass tber alle
Amnien betrachtet die Dicke tber die Zeit der Kryopriservation im Median um 0,69 um
pro untersuchtem Zeitfenster sinkt. Dieses Ergebnis kann allerdings nur als eine Tendenz
betrachtet werden. Fir eine genaue Angabe in Bezug auf eine Dickeninderung iiber den
Zeitraum der Untersuchung hitten deutlich mehr Untersuchungszeitpunkte gewihlt wer-
den miissen. So wire eine tigliche Untersuchung der Dicke von Tag 0 bis Tag 180 notig
gewesen um ein exaktes Ergebnis zu erhalten. Bei der vergleichenden Untersuchung der
Medianwerte der Dicke an Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der Mediantests ist nur der
Unterschied zwischen Tag 0 und 1 statistisch signifikant (p= 0,03). Diesem Ergebnis ent-
sprechend kommt es also in diesem Zeitraum zu einer signifikanten Abnahme der Dicke

der KAM.

Einige Studien, die sich mit dem FEinfluss der Kryopriservation auf die Dicke der Am-
nionmembran beschiftigen zeigen, dass diese Art der Lagerung cher keinen Einfluss auf
diesen Parameter hat. So verglichen beispielsweise WAGNER et al. (2018) den Einfluss der
Kryopriservation mit und ohne Glycerin unter anderem auf die Dicke der humanen AM
zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 0,5, 1, 3 und 6 Monaten). Es ergaben sich dort
keine statistisch signifikanten Unterschiede weder zu einem der genannten Untersuchungs-
zeitpunkte noch in Bezug auf die zwei angewendeten Lagerungsmethoden. Es lieB3 sich
dort auch kein signifikanter Unterschied zwischen den frischen und den kryokonservierten
HAMs feststellen. Auch KRUSE et al. (2000) konnten beziiglich der Dicke keinen Unter-
schied zwischen frischer und kryokonservierter HAM beobachten. Diese Ergebnisse stehen
in einem gewissen Widerspruch zu den Resultaten der hier vorliegenden Arbeit, da es hier
initial zu einer signifikanten Dickenabnahme kommt. Ein moglicher Grund hierfir ist der
Einfrierprozess, welcher hier lediglich durch das Uberfithren der KAM von Raumtempera-
tur in eine Gefriereinrichtung mit - 80 °C vollzogen wurde. Hierbei kénnte es durch ein zu
langsames FEinfrieren und der damit einhergehenden Dehydrierung der Zelle zu einer
Zellschrumpfung und damit zu einer Dickenabnahme des Gewebes gekommen sein. Diese
Art des Kryoschadens wurde unter anderem von MERYMAN et al. (1977) beschrieben.
Allerdings hatte das Glycerin so linger Zeit in die Zelle einzudringen und diese vor den
negativen Einflissen des Gefrierprozesses zu schiitzen. Die Tatsache, dass es bei den hier
durchgefithrten Untersuchungen nach Tag 1 zu keiner weiteren signifikanten Dickenab-
nahme kommt, ldsst aber vermuten, dass es sich es sich hier trotzdem um einen derartigen

Schaden als Ursache fiir die Dickenabnahme handeln konnte. Um dieser Frage weiter
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nachzugehen, musste man in weiteren Untersuchung den Einfrierprozess modifizieren
indem man eine sehr schnelle Einfriergeschwindigkeit wihlt. Dieses Verfahren nennt sich
Vitrifikation, bei dem es ohne beziehungsweise nur unter Bildung sehr kleiner Kiristalle zu
einem sofortigen Erstarren des intra-und extrazelluliren Wassers zu Eis kommt. Die Ein-
friergeschwindigkeit betridgt hier tber 50.000 °C/Minute. Um diese zu erreichen werden
die Gewebe nach der Uberfithrung in eine hoch konzentrierte Gefrierschutzmittellésung in
flissigen Stickstoff gegeben (MAZUR und SEKI 2011). Die Nachteile dieser Methode sind
Spannungen im Gewebe, welche durch ein zu schnelles Ein-frieren entstehen und beim
Auftauprozess zu Schidigungen der Zellen fithren kénnen. Des Weiteren werden hier hohe

Konzentrationen des Kryoprotektivums, die zelltoxisch wirken, benétigt.

In Bezug auf die Dicke der nativen AM sind tierartliche Unterschiede zu erkennen. In der
hier vorgelegten Arbeit betrigt die Dicke aller AMs an Tag 0 im Median 12,77 um (7,6-
40,08 um). Fir die humane AM werden Werte von 20-500 um angegeben (BOURNE
1960, HAHN et al. 2010). Fir equine, porcine und ovine AM existiert eine vergleichende
Studie der fetalen Membranen (BORAZJANI et al. 2011). Allerdings wurden hier die
Allantoamnien (AAs) und nicht nur die AM miteinander verglichen. Dort wurden Dicken
von 758,2F 3854 um fir das equine AA, 71,1 um *+ 323 fur das porcine AA und
74,7 wm * 45 fir das ovine AA festgestellt. Hieraus wird ersichtlich, dass sich auch abziig-
lich der der Dicke der Allantois bei diesen Spezies wahrscheinlich hohere Dicken der AM
ergeben als fiir die KAM.

5.3 Ergebnisse der Basalmembranbeurteilung (Immunhistologische

Untersuchung)

Die immunbhistologische Untersuchung der Basalmembran der KAM zeigt, dass die Ab-
grenzbarkeit der Proben an Tag 0, 1 und 180 im Median jeweils nur mafig ist. An Tag 90
ist diese im Median malig bis schlecht. Betrachtet man alle Amnien tber den gesamten
Zeitraum der Kryopriservation, so kommt es im Median zu keiner Anderung der Ab-
grenzbarkeit pro untersuchtem Zeitfenster. Dieses Ergebnis stellt ebenfalls nur eine Ten-
denz dar. Fir eine genauere Analyse hitten deutlich mehr Untersuchungszeitpunkte ge-
wihlt werden mussen. Das Ergebnis der Trendregression tber alle Amnien wird jedoch
durch das Ergebnis der vergleichenden Untersuchung der Medianwerte der Abgrenzbarkeit
an Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der Medianvergleichstests unterstiitzt. Im Median ldsst
sich hier kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Tagen 0 und 1, 1 und 90,
90 und 180 sowie 0 und 180 feststellen.

Bei niherer Betrachtung fillt auf, dass die meisten der mit null bewerteten Priparate einen
schlechten bis sehr schlechten Epithelzustand aufweisen. Insgesamt wurde an 32 Unter-
suchungszeitpunkten die Abrenzbarkeit der BM mit null bewertet. Davon zeigten 18 Pro-
ben eine Epithelbeschaffenheit der Kategorie 5, zehn eine der Kategorie 4, eine die Kate-

gorie 3 und drei eine der Kategorie 2. Das legt den Schluss nahe, dass ein schlecht erhalte-
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nes Epithel mit einer ebenso stark verinderten Basalmembran in Zusammenhang stehen
konnte. Einschrinkend ist zu erwihnen, dass die Beschaffenheit des Epithels in der hier
vorgelegten Arbeit nur anhand der PAS- Reaktion beurteilt wurde. Mogliche Schiden, die
wihrend der Anfertigung der immunhistologischen Schnitte entstanden sein koénnten,
wurden hier nicht bertcksichtigt. In einigen Proben wie in Abbildung 25 gezeigt, ist der
Ablosevorgang des Epithels samt der Basalmembran gut zusehen. Im Gegensatz dazu ist in
Abbildung 26 nur die Ablosung des Epithels erkennbar. Die Basalmembran ist hier weiter-
hin erhalten. Hier ist also zu bedenken, dass es sich bei dem Ablésevorgang des Epithels,
ob mit oder ohne Basalmembran, auch um einen priparationsbedingten Schaden oder ein
histologisches Artefakt handeln kénnte. Es bleibt also weiter fraglich, ob hier ein realer

Zusammenhang zwischen Epithel- und Basalmembranalteration besteht.

In der Studie von HETTIARACHCHI et al. (2016) kam es bei der HAM, welche in
DMEM und Glycerin (1:1) bei - 80 °C gelagert wurde vermehrt zur Ablésung des Epithels.
Die Basalmembran blieb dort allerdings unbeschadigt. Auch WILSHAW et al. (2006)
konnten durch einen immunhistologischen Nachweis mehrerer Komponenten der BM
zeigen, dass diese trotz gewollter Dezellularisierung intakt blieb. Es bleibt also weiter frag-
lich, ob die Ergebnisse dieser Arbeit einen realen Zusammenhang zwischen Epithel- und

Basalmembranalteration aufzeigen.

Bei 5 der 32 Priparate mit einer nicht abgrenzbaren BM fillt eine deutliche Hintergrund-
firbung auf. So ist hier teilweise das Epithel und/oder der Mikrovillisaum sowie das Tri-
germaterial (die Nitrozelluosemembran) deutlich mit angefirbt. Dieser Umstand macht
eine Unterscheidung der BM von den umliegenden Strukturen hier unmdéglich. Die teilwei-
se starke Hintergrundfirbung kann durch die Verwendung eines polyklonalen Antikérpers
mit bedingt sein. Polyklonale Seren enthalten neben den antigenspezifischen Antikérpern
meist auch unspezifisch bindende Klone (HAUK 2014). Diese fithren zu einer Bindung
von nicht gesuchten Antigenen und damit zu einer Anfirbung unerwiinschter Bereiche im
immunbhistologischen Schnitt. Der Vorteil eines polyklonalen Antikorpers besteht in der
Detektion mehrerer Epitope eines Antigens. Sollten manche Epitope beschadigt oder
maskiert sein, ist eine Kompensation durch eine Antigenerkennung an vielen anderen
Stellen méglich. Weitere Griinde fur eine vermehrte Hintergrundfiarbung kénnen die Aus-
trocknung der Priparate, zu hohe Konzentration des Primarantikérpers, eine unvollstindi-
ge Entparaffinierung, Proteinkontamination in Wasserbadern sowie eine verzégerte Fixie-
rung sein (LANG 2013, Kapitel 12: Immunhistochemie). Diese Faktoren kénnen hier eher
ausgeschlossen werden, da die Schnitte alle durch eine sehr erfahrene medizinisch techni-
sche Fachangestellte des Instituts fiir Pathologie der veterinirmedizinischen Fakultit sowie
nach einem etablierten Protokoll angefertigt wurden. Der Antikérper sowie dessen gewihl-

te Konzentration wurden zuvor durch eine Positivkontrolle getestet.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Kontinuitit der BM zeigen im Median an Tag 0
neun, an Tag 1 elf, an Tag 90 acht und an Tag 180 elf Unterbrechungen pro 2000 pm
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untersuchter Strecke. Die daraus abgeleiteten Scorewerte sind also 1, 2, 1, 2 fir Tag 0, 1, 90
und 180. Betrachtet man alle Amnien tber den gesamten Zeitraum der Kryopriservation,
so steigt die Anzahl der Unterbrechungen der BM im Median um 0,07 Scoreeinheiten pro
untersuchtem Zeitfenster. Sie nimmt also im Median von Tag 0 zu Tag 1, von Tag 1 zu
Tag 90 sowie von Tag 90 zu 180 um 0,07 Score- Einheiten zu. Dies entspricht grob einem
Zahlenwert von 0,3 Unterbrechungen. Auch hier handelt es sich um eine Trendregression,
die durch die geringe Zahl der Beobachtungszeitpunkte nur eine Tendenz wieder gibt.
Betrachten man die Ergebnisse der Medianvergleichstest zwischen den Tagen 0 und 1, 1
und 90, 90 und 180 sowie 0 und 180 konnte hier zwar kein statistisch signifikanter Unter-
schied festgestellt werden, zwischen Tag 90 und 180 nihert sich der p-Wert (0,07) aber
dem festgelegten Signifikanzniveau an. Fine hohere Stichprobengrof3e hitte hier moglich-
erweise zu einem statistisch signifikanten Ergebnis gefiihrt. Der leicht positive Trendpara-
meter sowie die Beobachtung zwischen Tag 90 und 180 lassen die Annahme zu, dass sich
die Struktur und damit die Integritit der BM der KAM tber die Zeit der Kryopriservation
verschlechtert hat.

Insbesondere am Ende der Lagerungszeit scheint es zu einem Qualititsverlust zu kommen.
Ob diese Beobachtungen eine klinische Relevanz haben, muss durch weiterfiihrende Un-
tersuchungen geklart werden. Prinzipiell wird der BM und deren Integritit in Bezug auf die
Reepithelisierung kornealer Defekte aber eine wichtige Rolle zugeschrieben. So dhnelt die
Zusammensetzung der Basalmembran der AM der Konjunktiva und Kornea
(FUKUDA et al. 1999), sodass diese ein wichtiges Substrat fiir die Einwanderung kornealer
Epithelzellen darstellt (JIRSOVA und JONES 2017). Auch IRANPOUR et al. (2018)
zeigen die Relevanz der BM fiir die Reepithelisierung auf. Sie verglichen in ihrer Studie die
drei Schichten der humanen Amnionmembran beztglich ihrer Verwendbarkeit als Trans-
portmedium fiir die Transplantation autogener oder allogener Zellen und kamen zu dem
Ergebnis, dass die AM mit intakter Basalmembran ohne Epithel der AM mit Epithel sowie
dem Stroma in punkto Adhidsion und Proliferation aufgebrachter Keratinozyten und stro-
malen Zellen aus Fettgewebe tiberlegen war. Es existieren zwar auch Berichte, die eine
Epithelzellproliferation auf dem Stroma der AM belegen (SEITZ et al. 20006), der Grof3teil
der Literatur setzt allerdings eine intakte BM mit oder ohne Epithel fiir einen erfolgreiche
Reepithelisierung kornealer Defekte voraus (HU et al. 2003, RESCH et al. 20006).

5.4 Ergebnisse der morphologischen Untersuchung der AM

In Bezug auf die Epithelmorphologie fallen die Proben der Tage 0, 1 , 90 und 180 im
Median in die Kategorie 4. Mehr als die Halfte der Epithelzellen zeigen hier Anzeichen
einer Degeneration oder haben den Kontakt zur BM beziehungsweise dem Stroma ver-
loren. Bereits anhand dieser Zahlen ldsst sich erahnen, dass es zwischen den Unter-
suchungszeitpunkten keine bedeutenden Unterschiede gibt, die Epithelqualitit sich also

wihrend der Zeit der Kryopriservation nicht maf3geblich verdndert. Diese Annahme wird
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durch die Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung der Medianwerte der Epithelmor-
phologie an Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der Medianvergleichstests weiter unterstiitzt.
Hier ergaben sich im Median keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Tagen 0 und 1, 1 und 90, 90 und 180 sowie 0 und 180. Vielmehr wird ersichtlich, dass das
Epithel sich bereits nativ vielfach in einem mifigen bis schlechten Zustand befindet und
dieser iiber den Zeitraum der Untersuchung nahezu konstant bleibt. Dies wird auch durch
die durchgefiihrte Trendregression untermauert. Diese zeigt auch hier aufgrund der zu
kleinen Anzahl von Untersuchungszeitpunkten nur eine Tendenz an. Es ist aber zu er-
kennen, dass es tber alle Amnien betrachtet im Median zu keiner Verinderung der

Epithelmorphologie der AM pro untersuchtem Zeitfenster kommt.

Auch THOMASEN et al. (2011) kamen zu dem Ergebnis, dass es durch eine Kryokonser-
vierung der AM in DMEM und Glycerin (1:1) bei - 80 °C tber einen langen Zeitraum zu
keiner nennenswerten Verinderung der Epithelmorphologie kommt. Untersucht wurde
hier humane AM uber eine Zeitspanne von 24 Monaten. Finschrinkend ist allerdings zu
sagen, dass im Vergleich zu den hier vorliegenden Ergebnissen die Epithelbeschaffenheit in
der Studie von THOMASEN et al. (2011) deutlich besser war. Es zeigte sich dort zum
Beispiel an keinem Priparat eine Ablésung des Epithels, eine genaue Einteilung in Katego-
rien wurde allerdings nicht vorgenommen. Andere Autoren wie die Gruppe um
HETTIARACHCHI et al. (2016) konnten allerdings zeigen, dass es bereits nach 6 Wochen
Lagerung der HAM in DMEM und Glycerin (1:1) bei - 80 °C zu einer Ablosung des
Epithels von der BM kam. Im Gegensatz dazu blieben die Epithelien bei einer Lager-
temperatur von - 196 °C im gleichen Medium véllig intakt. Der Umstand, dass die physio-
logische zellulire Aktivitit erst bei - 130 °C véllig zum Erliegen kommt (SCHMITZ 2011),
unterstreicht dieses Ergebnis. Wenn die Erhaltung des Epithels also gewtinscht ist, und das
ist auch die Empfehlung dieses Artikels, sollte die Kryopriservation der AM moglichst bei
- 196 °C durchgefithrt werden.

Ob ein intaktes Epithel fir den erfolgreichen klinischen Einsatz am Auge Gberhaupt not-
wendig ist, wird in der Literatur allerdings kontrovers diskutiert. Die AM enthilt unter-
schiedliche Wachstumsfaktoren wie den epidermal growth factor (EGF), transforming
growth factor-o (TGF-a), keratinocyte growth factor (KGF), hepatocyte growth factor
(HGF), hepatocyte growth factor receptor (HGFR), basic fibroblast growth factor (bFGF)
sowie den transforming growth factor (TGF)-bl und -b2, welche vor allem von den
Epithelzellen gebildet werden (KOIZUMI et al. 2000, LI et al. 2005, GICQUEL et al.
2009). Diese Wachstumsfaktoren tragen laut RIAU et al. (2010) zur kornealen Reepitheli-
sierung sowie der Reduktion der kornealen Entziindung und Narbenbildung bei. Einige
Studien zeigen, dass Amnien mit vitalen Zellen bessere antioxidative, chemotaktische sowie
anitinflammatorische Figenschaften aufweisen als avitale Amnionmembranen (DUAN-
ARNOLD et al. 2015b, DUAN-ARNOLD et al. 2015a). Allerdings kommt es durch die
meisten Formen der Priservation zu einer Devitalisierung eines Grofiteils oder sogar aller
Zellen der AM. So beschreiben KRUSE et al. (2000) in ihrem Aufsatz, dass es durch die
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Kryopriservation der HAM zu einer signifikanten Beeintrichtigung der Zellvitalitit und
Proliferationskapazitit kommt und die Amnionmembran in ihrer Funktion als Transplantat
primir als eine Matrize fiir die Einwanderung von Zellen und nicht als eine Quelle intakter
und funktioneller Zellen angesehen werden sollte. Auch KUBO et al. (2001) konnten
zeigen, dass schon nach zweimonatiger Kryopriservation nur noch 50 % der Zellen vital
und teilungsfahig waren und nach 18 Monaten keinerlei lebende Zellen mehr nachgewiesen
werden konnten. Im Hinblick auf die einschligige Literatur halten DUA et al. (2004) fest,
dass die Vitalitit der Zellen fiir die biologische Effektivitit der AM nicht mal3geblich ent-
scheidend ist. Weiterhin konnten sie ein langsameres Einwachsen kornealer Epithelzellen
bei erhaltenem Amnionepithel im Verglich zu deepithelisiertem Amnion feststellen. Man
kann also davon ausgehen, dass die hier festgestellte miBige bis schlechte Epithelmorpho-
logie eher keinen Einfluss auf die klinischen Ergebnisse bei der Behandlung kornealer
Defekte mit KAM haben wird, in diesem Punkt jedoch vielmehr die Integritit der Basal-
membran und ihre reepithelisierenden Figenschaften (wie in Kapitel 5.3 beschrieben) eine

entscheidende Rolle spielen.

Im Hinblick auf die Stromabeschaffenheit fallen alle Proben der Tage 0, 1, 90 und 180 im
Median in die Kategorie 4. Hier zeigt das Stroma auf Gber der Hilfte der untersuchten
Strecke eine Spaltenbildung, ist also cher schlecht erhalten. Dieser im Median gleich-
bleibende Zustand tiber die Zeit der Kryopriservation wird durch die Trendregression iiber
alle Amnien bestatigt. Hier zeigt sich ebenfalls keine Veridnderung pro untersuchtem Zeit-
fenster. Einschrankend ist wieder zu sagen, dass es sich hierbei nur um eine Tendenz
handelt. Die vergleichende Untersuchung der Medianwerte der Stromabeschaffenheit an
Tag 0, 1, 90 und 180 mit Hilfe der Medianvergleichstests unterstiitzt jedoch auch die An-
nahme einer gleichbleibenden Stromabeschaffenheit, da hier im Median zwischen den
Tagen 0 und 1, 1 und 90, 90 und 180 sowie 0 und 180 kein statistisch signifikanter Unter-
schied besteht.

Die vorhandene Literatur beschreibt hiufig nur die biologischen Charakteristika des Ami-
onstromas und weniger die morphologischen Verinderungen wihrend der Kryopriser-
vation. So beschrieben DEKARIS und GABRIC (2009) die therapeutisch wichtigen Eigen-
schaften des Stromas. Dazu zihlen die Reduktion des Einwachsens von fibrovaskulirem
Gewebe sowie die Minimierung abnormaler Neovaskularisation wihrend der kornealen
Heilung. Des Weiteren unterdriickt die stromale Matrix Lipopolysaccharide. Dies fihrt zu
einer Minderung der Entzindungsreaktion auf der Augenoberfliche und damit zu einer
Reduktion der Upregulation der Interleukine 1 « und 1 8 sowie der daraus resultierenden
Narbenbildung (SOLOMON et al. 2001). Auch DUA et al. (2004) zeigen die antiinflamma-
torischen Eigenschaften des Stromas der AM auf. Als Indikation fiir die Orientierung der
AM mit der stromalen Seite nach oben nennen die Autoren entziindliche Vorginge, welche
durch die stromale Matrix gehemmt werden. Das Stroma ist in der Lage Entziindungs-
zellen einzufangen und diese der Apoptose zuzufiihren. In diesem Fall erfullt die AM die

Aufgabe einer biologischen Wundauflage und das Epithel wichst unter der AM ein.
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In Bezug auf etwaige morphologische Verinderungen des Stromas konnten KRUSE et al.
(2000) keine nennenswerten Unterschiede zwischen frischen und kryokonservierten
Amnien feststellen. Es liegt auf der Hand, dass das Stroma durch seine formgebenden
Bestandteile wie Kollagen Typ I und III in der Kompaktschicht auch wichtige mechanische
Aufgaben ubernimmt (PARRY und STRAUSS 1998). Deshalb ist die Erhaltung seiner
Integritit von Bedeutung fir die Verwendung der KAM als Transplantat oder Wundauf-
lage bei der Therapie kornealer Defekte. Auch das Handling der AM wire vermutlich
durch ein ausgediinntes oder fehlendes Stroma deutlich erschwert, da es sich bei der KAM

ohne hin schon um ein sehr fragiles Gewebe handelt.

In dieser Arbeit zeigt das Stroma zwar eine eher schlechte Beschaffenheit, welche durch
eine vermehrte Spaltenbildung gekennzeichnet ist, konnte aber in den meisten Fillen nach-
gewiesen werden. Lediglich bei 8 von 104 Untersuchungszeitpunkten ist nahezu kein
Stroma mehr nachweisbar gewesen. Man kann also festhalten, dass es durch die Spaltenbil-
dung moglicherweise zu einer gewissen Verschlechterung der Stabilitit und Reil3festigkeit
kommt, die Gesamtdicke der AM durch diesen Umstand jedoch wahrscheinlich eher zu-
nimmt. Dieser Zusammenhang wird durch die angefertigte Querschnittsregression der
Dicke auf die Stromabeschaffenheit deutlich. Hieraus wird ersichtlich, dass zwischen diesen
beiden Parametern eine positive Korrelation besteht. So kommt es mit jedem Grad
Stromaanstieg (also einer vermehrten Spaltenbildung) zu einer Dickenzunahme der AM.
An Tag 0 und 1 zeigt sich iiber alle Amnien betrachtet eine durchschnittliche Dickenzu-
nahme von 2,44 um beziehungsweise 4,71 um pro Grad der Stromabeschaffenheit. Diese
Zunahmen sind statistisch nicht signifikant. Im Gegensatz dazu ergeben sich fur die Tage
90 und 180 statistisch signifikante Steigungskoeffizienten von 6,31 um beziehungsweise
4,35 um. Hier kann man folglich anhand der erhobenen Daten einen echten Zusammen-
hang zwischen der Spaltenbildung in der stromalen Matrix und der Dickenzunahme der
KAM annehmen.

Welchen Einfluss die Spaltenbildung selbst beziehungsweise die Korrelation zwischen ihr
und der Gesamtdicke der AM auf das klinische Ergebnis nimmt, kann erst durch die An-
wendung kryokonservierter KAM an kornealen Lisionen untersucht werden. Durch eine
Dickenzunahme der KAM ist ein etwas leichteres Handling wihrend der Transplantation

am Auge vorstellbar.

Ahnlich wie die beiden anderen Schichten der KAM, ist auch der Mikrovillisaum in den
hier vorliegenden Proben in einem miBigen bis schlechten Zustand. So befinden sich die
Proben der Tage 0, 1 und 180 im Median in der Kategorie 3. Hier ist der Mikrovillisaum
schlecht erhalten. Die Proben des Tages 90 zeigen im Median einen mifBig erhaltenen
Mikrovillisaum und sind so in die Kategorie 2 einzuordnen. Trotz des etwas besseren
Erhalts der Proben an Tag 90 beim einfachen Vergleich der Medianwerte der einzelnen
Untersuchungszeitpunkte, zeigt sich anhand der Trendregression tber alle Amnien in

diesem Punkt im Median eher keine Verinderung pro untersuchtem Zeitfenster. Auch hier



88

spiegelt die Trendregression lediglich eine Tendenz der Ergebnisse wieder. Jedoch zeigt
auch die vergleichenden Untersuchung der Medianwerte keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Tagen 0 und 1, 1 und 90, 90 und 180 sowie 0 und 180. Der
Mikrovillisaum befindet sich also bei den Proben an Tag 0, nach Fixierung und Pripara-
tion, bereits in einem eher schlechten Zustand und es kommt in diesem Punkt ebenfalls zu

keiner Verinderung im zeitlichen Verlauf der Kryopriservation.

Der Mikrovillisaum  stellt in dieser Arbeit ein vervollstindigendes morphologisches
Element des Epithels dar und wurde so in die Beurteilung mit einbezogen. Fir die erfolg-
reiche Transplantation der AM bei kornealen Lisionen spielt er aber vermutliche keine
bedeutende Rolle, da wie oben beschrieben die meisten Studien der Basalmembran die
hauptsichlichen Eigenschaften, die fir die Regeneration der Hornhaut notwendig sind,
zuschreiben. Fir einige ist zwar auch das Epithel selbst von Bedeutung (sieche auch oben
genannte Quellen), der Mikrovillisaum wird jedoch in der einschligigen Literatur in diesem

Zusammenhang nicht genannt.

Die méglichen Ursachen fiir die bereits im nativen Zustand mifige bis schlechte Ge-
websmorphologie der KAM in der hier vorgelegten Arbeit kénnen priparationsbedingt
sein, da das Ablésen der KAM von den anderen Fruchthullen, ohne diese zu vetletzen,
aufgrund der Fragilitit des Objektes eine Herausforderung darstellt und es hier durch die
Manipulation méglicherweise bei einigen Proben zu einem Ablosen des Epithels und/oder
Einreilen der stromalen Matrix gekommen sein kénnte. Eine weiterer Grund konnte die
relativ niedrige Temperatur von 5 °C wihrend der Fixierung der Proben sein. Da es sich
um ein sehr feines Gewebe handelt, haben wir diese Temperatur gewihlt, damit die autoly-
tischen Prozesse verlangsamt werden und den Fixierungsprozess nicht tiberholen. Aller-
dings wird durch zu niedrige Temperaturen auch das Durchdringverhalten des Formalins
gebremst, sodass es im ungunstigsten Fall zu einer unzureichenden Fixierung gekommen
ist. Dadurch laufen degenerative post-mortem Prozesse weiter ab und die Integritit des
Gewebes bleibt schlecht oder tiberhaupt nicht erhalten (AUGHEY und FRYE 2001, Kapi-
tel: Indroduction). Jedoch werden durch die niedrigen Temperaturen, wie oben erwahnt,
auch die autolytischen Prozesse verlangsamt (LANG 2013, Kapitel Fixierung), sodass
trotzdem ein gutes Fixierungsergebnis erreicht wird. In der Molekularbiologie hat sich
ebenfalls die Fixierung bei Kuhlschranktemperatur etabliert (LANG 2006). Denkbare
technische Ursachen fiir die stromale Spaltenbildung, bedingt durch Gewebebriiche, sind
unachtsame Handhabung der Proben beim Trimmen, unsanfte Behandlung wihrend des
Entfernens von Falten beim Aufschwimmen, eine zu lange Verweilzeit im Wasserbad oder
zu hohe Temperatur des Wasserbads. Eine Spaltenbildung des Stromas ist in der Mehrzahl
der Proben nachvollziehbar. Deren Anordnung zeigt, wie unter anderem in Abbildung 35
und 36 dargestellt, stets einen horizontaler Verlauf innerhalb des Stromas sowie in aller
Regel ein gleichsinniges Aussehen, sodass eher von einer echten Gewebsalteration als von

einem Artefakt ausgegangen werden kann.
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5.5 Ergebnisse der bakteriologischen und mykologischen

Untersuchung

Die mikrobiologische Untersuchung der Amnionmembranen kommt zu folgendem Ergeb-
nis: Die Proben an 11 von 100 Untersuchungszeitpunkten zeigen ein positives bakterielles

Wachstum.

Dabei handelt es sich um 5 Proben an Tag 0, also der nativen KAM. Die nachgewiesenen
Bakterien sind Brevibacillus parabrevis, Sphingomonas paucimobilis, zweimalig Staphylococcus epider-
midis und Staphylococeus pseudintermedius. Ein Wachstum dieser Spezies fand erst nach Anrei-

cherung statt.

Bei Brevibacillus parabrevis handelt sich um ein sporenbildendes Bakterium, welches vor allem
in der AuBlenwelt und dort insbesondere auf Béden und als Saprophyt lebt. Es ist nicht
primir pathogen und spielt so klinisch eher keine Rolle (LOGAN ET AL. 2015). Anders
verhilt es sich bei dem gram negativen Bakterium Sphingomonas pancimobilis. Dieses stellt ein
ernstzunehmendes Problem in humanmedizinischen Kliniken dar, da es eine der hiufigsten
Ursachen nosokomialer Infektionen ist. Durch S. paucimobilis kann es zu durch kontami-
nierte Losungen wie destilliertem Wasser, Dialyselosungen oder sterilen Injektionslésungen
zu Bakteridmien/Septikimien kommen. Auch septische Arthritiden und Osteomyelitiden
infolge einer Infektion mit diesem Bakterium sind beschrieben (RYAN und ADLEY 2010).

Staphylococcus epidermidis wurde bis 1980 eher als ein rein opportunistischer Keim angesehen.
Heute ist er einer der fiinf bedeutenden Mikroorganismen, die sich auf menschlichen Haut-
und Schleimhautoberflichen befinden und aufgrund der weit verbreiteten Verwendung
von medizinischen Implantaten und Geriten nosokomiale Infektionen verursachen kénnen
(EIFF et al. 2002). Auch beim Hund wurde S. epidermidis bereits auf der Hautoberfliche
nachgewiesen (ROSSI et al. 2018), es existieren fur diese Spezies allerdings nur vereinzelt
experimentelle Studien oder Fallberichte tiber die biofilmproduzierenden und damit kli-
nisch relevanten Eigenschaften dieses Erregers (PETTY et al. 1985, SWANSON et al.
2014).

Staphylococcus pseudintermedins ist ein Kommensale der Haut sowie der Schleimhiute und
konnte bereits aus der Nasen-, Mund-, Pharynx-, Stirn-, Leiste- und Afterregion von ge-
sunden Hunden und Katzen isoliert werden (COX et al. 1985, COX et al. 1988, TALAN et
al. 1989, LILENBAUM et al. 1999, RUBIN und CHIRINO-TREJO 2011). Die Analregion
und die Nase sind die am hiufigsten und stirksten besiedelten Bereiche bei gesunden
Hunden (DEVRIESE und PELSMAECKER 1987). S. pseuadintermedins stellt eine der
Hauptursachen fur Haut- und Ohrinfektionen sowie Infektionen anderer Koérpergewebe
und -héhlen dar und ist ebenso hiufig an postoperativer Wundinfektionen bei Hunden und

Katzen beteiligt. In der Vergangenheit waren S. pseudintermedins-Isolate im Allgemeinen



90

empfindlich gegen Penicillinase-stabile B-Lactam-Antibiotika (MEDLEAU et al. 1986,
PELLERIN et al. 1998, WERCKENTHIN et al. 2001, VAN DUIJKEREN et al. 2004).
Allerdings haben sich Methicillin-resistente S. pseudintermedins Stimme seit 2006 zu einem
schwerwiegenden Gesundheitsproblem in der Tiermedizin entwickelt (WEESE und VAN
DUIJKEREN 2010).

An Tag 1 der mikrobiologischen Untersuchungen ist nur eine Probe durch ein positives
Wachstum aufgefallen. Hierbei handelt es sich um Staphylococcus warneri, der wie andere
koagulase-negative Staphylokokken selten Erkrankungen verursacht. Allerdings kann es bei
immunsuppremierten Patienten zu Infektion kommen (KLOOS und SCHLEIFER 1975).
In einer Studie von HAN et al. (2016), die der bakteriologischen Untersuchung der nasalen
Schleimhaut von gesunden Hunden und ihren Besitzern diente, lie3 sich dieses Bakterium
auf der kaninen nasalen Schleimhaut itiberhaupt nicht nachweisen, wahrend es beim
Mensch einmal vorkam. Es scheint also weder als Kommensale noch als pathogener Keim

eine grof3e Rolle zu spielen.

Zwel Proben an Tag 90 sind hinsichtlich ihres bakteriellen Wachstums auffillig. Isoliert
werden konnten zum einen Staphylococcus homrinis, zam anderen Streptococcus cristatus. S. hominis
gehort wie S. warneri zu den koagulase-negativen Staphylokokken und zeigt ein dhnlich
niedriges pathogenes Potential (KLOOS und SCHLEIFER 1975). Die meisten Stimme
reagieren zwar sensibel auf die gingigen Antibiotika wie Penicillin, ein Stamm (5. bominis
subsp. Novobiosepticus) sowie diverse Unterstimme von diesem sind resistent gegen viele
gangige Antibiotika wie Methicillin, Gentamicin, Clindamycin, Chloramphenicol, Ciproflo-
xacin um nur einige zu nennen (KLOOS et al. 1998). In dieser Form stellt S. hominis tir
immunsupprimierte Menschen und Tiere eine reale Gefahr dar. Streptococcus cristatus gehort
zu der Streptokokkengruppe, die in humanen oralen Biofilmen gefunden werden
(MOUTON et al. 1980). S. eristatus ist dort in der Lage die Biofilmbildung von Porphyronso-
nas gingivalis, einem der Hauptverursacher der Parodontitis beim Erwachsenen, zu unterbre-
chen (WANG et al. 2009). Zu einer primiren Pathogenitit finden sich in der derzeitigen

Literatur keine Hinweise.

Betrachtet man Tag 180, so zeigt sich bei drei Proben ein positives bakterielles Wachstum.
Die nachgewiesenen Bakterien sind Paenzbacillus amylolyticus, Staphylococcus hominis und Staphy-
lococcus warneri. Einige Spezies der Paenibacillen sind pathogen fiir Honigbienen und weitere
wirbellose Tiere, wahrend andere, als opportunistische Keime, beim Mensch Infektionen
verursachen kénnen (GRADY et al. 2016). Die Pathogenitit von Paenibacillus amylolyticus ist
nicht geklart. Staphylococcus hominis und Staphylococcus warneri wurden beztglich ihrer allge-

meinen Pathogenitit oben im Text bereits besprochen.

Zusammenfassend lisst sich also fiir die bakteriologischen Ergebnisse sagen, dass von den
nachgewiesenen Erregern als potenziell pathogen nur Sphingomonas pauncimobilis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus pseudintermedins und Staphylococcus hominis in seiner multiresistenten

Form klinisch relevant sind.
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Fir die Verwendung der KAM am Auge und im Speziellen bei kornealen Lisionen, ist vor
allem Staphylococcus pseudintermedins von Bedeutung, da es sich hier um eine Staphylokokken-
subspezies handelt, die neben Koagulase auch Enzyme wie Proteasen, Thermonuclease
und verschiedene Toxine produziert (FITZGERALD 2009). Insbesondere die Proteasen
konnen, durch ihrer proteolytische Aktivitit an Kollagen, Proteoglykanen und anderen
Komponenten der stromalen Matrix, bei kornealen Ulzerationen zu eine Verflissigung
(Einschmelzung) des Stromas und damit zu einer Verschlechterung des Zustandes fithren,
welcher im schlimmsten Fall in einer Perforation der Hornhaut miindet und so zu einem
Verlust des Auges fithren kann (GELATT 2014, Kapitel: Kanine cornea: Dieseases and
Surgery). Die Studie von SUTER et al. (2018) beschiftigt sich mit der septischen Keratitis
bei Hunden, Katzen und Pferden in der Schweiz sowie den beteiligten Bakterien und deren
Antibiotikaempfindlichkeiten. Dort wurden beim Hund am hiufigsten Staphylokokken
nachgewiesen. Die hidufigste isolierte Subspezies war Staphylococcus psendintermedins. Auch
LIN und PETERSEN-JONES (2007) kamen bei der bakteriellen Untersuchung kaniner
kornealer Ulzerationen zu demselben Ergebnis. Ungefihr 50 % der S. pseudintermedins-
Isolate zeigten dort Resistenzen gegentber den Antibiotika Erythromycin, Gentamicin,

Neomycin oder Polymyxin B.

Staphylococcus epidermidis spielt bei kornealen Defekten und infektidsen Keratitiden eher eine
untergeordnete Rolle. Es werden bei Hunden mit ulzerativer/septischer Keratitis zwar
regelmifBlig Koagulase-negative Staphylokokkensubspezies nachgewiesen (LIN und
PETERSEN-JONES 2007), ob S. epidermidis aber tatsichlich als pathogener Erreger an
deren Entstehung beteiligt ist, ist eher zweifelhaft, da er beim Hund sowohl an gesunden
als auch an erkrankten Augen nachgewiesen werden konnte (WANG et al. 2008). Als
opportunistischer Keim kann er allerdings bei einem immunsupprimierten Patienten eine
Infektion hervorrufen oder an einer Coinfektion beteiligt sein (GELATT 1999, Kapitel:

Clinical microbiology).

Sphingomonas pancimobilis hat ebenfalls einen eher geringen Stellenwert beziiglich der Verur-
sachung oder Beteiligung infektioser FErkrankungen am Auge. Dieses Bakterium wurde
zwar beim Mensch im Rahmen einer Endophthalmitis nach Kataraktoperation nachgewie-
sen (SEO et al. 2008, MITRA et al. 2018). Hierbei handelt es sich allerdings um Fall-
berichte, bei welchen die Autoren diesen bakteriologischen Befund als selten ansehen. Fiir

den Hund existieren zu diesem Thema derzeit keine Daten.

Fir den Menschen existieren zahlreiche Berichte tber eine durch Staphyloccocus hominis
verursachte Endophthalmitis nach Kataraktoperation (IYER et al. 2005, WON und KIM
2013, SYCHEV und VEMULAKONDA 2014). Fir den Hund existieren auch zu diesem

Thema derzeit keine Daten.

Das Vorkommen von §. pseudintermedins sowie allen anderen Erregern in der vorgelegten
Arbeit hitte eventuell durch eine mit Antibiotikazusitzen versehene Waschlosung fiir die

Fruchthillen verhindert werden kénnen. Die Verwendung solcher Losungen fir die Reini-
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gung und vortbergehende Lagerung der AM bis zur Kryopriservation wurde bereits von
mehreren Autoren sowohl in der Human- als Veterindrmedizin beschrieben (KIM et al.
2001, SANGWAN et al. 2007, PLUMMER et al. 2009). Dort werden in der Regel einer
physiologischen Kochsalzlosung die Antibiotika Penicillin 50 pg/ml, Streptomycin
50 ng/ml, Neomycin 100 pg/ml und Amphotericin B 2,5 pg/ml beigefiigt. Fir zukinftige
Untersuchungen der KAM zur Anwendung bei kornealen Defekten beim Hund kann also
folglich tber eine Behandlung der Fruchthiillen mit solch einer Losung nachgedacht wer-
den. Betrachtet man allerdings das Erregersprektrum, so handelt es sich mehrheitlich um
niederpathogene Bakterien, sodass ein restriktiver Antibiotikaeinsatz durchaus sinnvoll

erscheint.

Ebenfalls als positiv zu werten ist, dass 9 der 11 Isolate aus dieser Arbeit erst nach Anrei-
cherung nachweisbar waren, man also von einer eher niedrigen Keimbelastung ausgehen
kann. Zudem wurden beide Erreger (8. pseudintermedins und S. epidermidis), die beim Hund in
Bezug auf die Dbakterielle/ulzerative Keratitis am chesten ecine Rolle spielen
konnen, nur bei Proben an Tag 0 also der nativen KAM nachgewiesen. Diese kommt im
klinischen Alltag in aller Regel nicht zur Anwendung, da sich das Ereignis der Entnahme
zeitlich selten mit einer geeigneten Indikation tiberschneidet. Im Verlauf der Kryopriserva-
tion der KAM kommt es in den Untersuchungen dieser Arbeit zu keinem sichtbaren An-
stieg der bakteriellen Besiedlung. Vier von funf Amnien, die an Tag 0 ein positives bakteri-
elles Wachstum aufweisen, zeigen an Tag 1, 90 und 180 in diesem Punkt keinen positiven
Befund. Lediglich ein Amnion aus dieser Gruppe zeigt an Tag 180 wieder eine bakterielle
Besiedlung. Es handelt sich allerdings um einen anderen Erreger als an Tag 0. Man kann
hier wahrscheinlich von einer externen Kontamination ausgehen. Bei den anderen vier
besteht die Méglichkeit, dass es durch die Kryokonservierung zu einer Abtétung der Erre-

ger gekommen sein kénnte.

Die Literatur betrachtet sie im Hinblick auf die mikrobiologische Sicherheit mehrheitlich
als effektives Verfahren. So konnten beispielsweise THOMASEN et al. (2011) in keiner
ithrer kryokonservierten Amnionproben in Glycerin ein Wachstum von Bakterien oder
Pilzen feststellen. Des Weiteren existieren Hinweise, dass dieser Umstand den antibakteriel-
len als auch antimykotischen Figenschaften des Glycerins geschuldet ist (VAN BAARE et
al. 1998, MARAL et al. 1999). Es ist also am ehesten davon auszugehen, dass es sich bei
den positiven bakteriellen Nachweisen der Tage 90 und 180 um Kontaminationen, verur-
sacht durch die Uberfiihrung aus der Konservierungslésung in das Kulturmedium, handelt.
Der Umstand, dass es sich hierbei um niederpathogene (Staphylococcus hominis, Streptococcus
cristatus, Staphylococcus warneri) bzw. unklar pathogene (Paenibacillus amylolyticus) Bakterien
handelt, die zudem hauptsichlich beim Mensch oder in der Umwelt vorkommen, stiitzt
diese These zusitzlich. Ob es sich an Tag 1 ebenfalls um eine Kontaminante handelt ist
schwerer zu beantworten, da die hier das Glycerin erst kurze Zeit wirken konnte. Bei dem
nachgewiesenen Bakterium handelt es sich um Staphylococcns warneri, welches wie oben

beschrieben auf der menschlichen jedoch nicht auf der kaninen Nasenschleimhaut zu
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finden ist, wahrscheinlich also auch eine Kontamination darstellt. Auch die Befunden an
Tag 0 sind am ehesten durch eine Kontamination von aullen zu erkliren. Im Unterschied
zu den Tagen 1, 90 und 180 kann zumindest fir Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus
pseudintermedins die mogliche Quelle die Hiindin selbst sein, da beide Erreger physiologi-
scherweise auf der Haut bzw. der Haut- und Schleimhautoberfliche von Hunden vor-
kommen konnen. Brevibacillus parabrevis und Sphingomonas pancimobilis stellen jedoch wahr-
scheinlich wieder Kontaminanten aus der Umgebung bzw. dem Mensch dar. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass die nachweisbaren Erreger aus einer in utero Infektion stammen, ist
verschwindend gering, da keines der Bakterien zu den klassischen Infektionserregern im

Reproduktionstrakt des Hundes gehort.

5.6 Fazit

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit liegen erstmalig umfassende Erkenntnisse tber die
morphologischen, morphometrischen und mikrobiellen Figenschaften der kaninen Am-

nionmembran (KAM), wihrend und nach der Kryokonservierung vor.

Der eher miflige bis schlechte Zustand aller drei untersuchten morphologischen Merkmale
der KAM bereits vor der Lagerung in Glycerin bei - 80 °C steht im Widerspruch zur
humanmedizinischen Literatur auf diesem Gebiet. Dort zeigt sich in aller Regel eine gut
erhaltene Gewebestruktur. Die KAM ist allerdings wesentlich diinner und empfindlicher.
Durch ein zu stark degeneriertes oder gar abgel6stes Amnionepithel kommt es zu einer
weiteren Dickenabnahme der ohnehin schon fragilen KAM, sodass das Handling sowie das
intraoperative Aufbringen der Membran moglicherweise zusitzlich erschwert wird. In
Bezug auf den klinischen Nutzen bei der Verwendung der KAM zur Behandlung kornealer
Defekte ist ein intaktes Epithel aber wahrscheinlich nicht nétig, da die Basalmembran die
entscheidende Rolle bei der Reepithelisierung der Hornhaut spielt. Die Basalmembran zeigt
in der vorliegenden Studie vor der Kryokonservierung eine gute Integritit. Diese ver-
schlechterte sich tendenziell iber die Zeit der Lagerung, wobei sich der Unterschied zwi-
schen Tag 90 und 180 (p=0,07) dem festgelegten Signifikanzniveau annihert, sodass eine
erfolgreiche Verwendung der KAM nach dem 90.sten Tag der Kryopriservation angezwei-

felt werden muss.

Die Gesamtdicke des kaninen Amnions ist mit 12,77 um (7,6-40,08 um) im frischen Zu-
stand im Vergleich zur humanen (20-500 pm) und equinen Amnionmembran (Allanto-
amnion = 71,1 um * 323) deutlich geringer und erschwert so héchstwahrscheinlich die
Gewinnung sowie das intraoperative Handling am Auge. Die mehrheitliche Dickenzu-
nahme der KAM bei einer Spaltenbildung des Stromas konnte auf der anderen Seite die
Handhabung des Gewebes wieder etwas erleichtern. Trotzdem ist eine schnellere Degrada-
tion dieses feinen Gewebes im Vergleich zur HAM oder EAM vorstellbar, vor allem wenn
ein infiziertes Milieu, wie zum Bespiel bei komplizierten einschmelzenden Ulzerationen der

Hornhaut, vorherrscht.
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Die mikrobiologischen Resultate dieser Arbeit erbrachten vor allem den Nachweis nieder-
oder apathogener Bakterien. Ein negatives bakterielles Wachstum an allen Untersuchungs-
zeitpunkten wire zwar wiinschenswert gewesen, die hier nachgewiesenen Erreger und
deren zufillig wirkende Verteilung sprechen allerdings eher fir das Vorliegen einer Kon-
tamination als einer echten Infektion. Sie spielen also bei der Verwendung der KAM als

Transplantat am Auge vermutlich eher eine untergeordnete Rolle fir das klinische Resultat.

Durch diese Arbeit ergeben sich folgende weiterfihrende Fragen, die vor dem klinischen

Einsatz in weiteren Untersuchungen geklirt werden sollten:

1. Was konnte an der Praparation und/oder an dem Kryoverfahren verbessert werden um
die Qualitit der KAM zu steigern?

Es ist vorstellbar, dass bereits durch die sterilen Wattetupfer, welche fiir die Trennung der
fetalen Haute voneinander verwendet wurden, Schiden an dem fragilen Gewebe gesetzt
wurden, sodass fur diesen Arbeitsschritt nur die behandschuhten angefeuchteten Hinde
verwendet werden sollten. In Bezug auf die Kryopriservation kénnte die Lagerungstempe-
ratur auf - 196 °C reduziert werden um jegliche zellulire Aktivitit zum Erliegen zu bringen
und so weiter ablaufende Abbauprozesse des Gewebes zu verhindern. Des Weiteren ist
eine Modifikation des Einfrier- und Auftauprozesses denkbar. Beide sind in der vorliegen-
den Studie langsam abgelaufen, sodass man im Gegensatz dazu einen schnellen Einfrier-
prozess, bei dem es zu einer Vitrifikation kommt, und einen schnellen Auftauprozess
beispielsweise im Wasserbad bei 37 °C durchfithren misste um deren Auswirkungen auf
die Qualitit der KAM zu prifen.

2. Ist die kryokonservierte KAM zum jetzigen Zeitpunkt bereits am Patient einsetzbar?

Die KAM kann in kryokonservierter Form an ausgewihlten Patienten zur Unterstiitzung
der Hornhautheilung, insbesondere der Epithelisierung eingesetzt werden. Bei einschmel-
zenden Ulzerationen wiirde die vorzeitige Zerstorung der diinnen Amnionmembran ver-
mutlich diesem foérdernden Effekt zuvor kommen. Weiterhin ist zu beachten, dass durch
die KAM keinerlei eigenstindige tektonische Stabilisierung der Bulbuswand gewihrleistet
werden kann. Nach den Ergebnissen dieser Studie sollte die KAM zunichst nicht nach

dem 90. Tag der Kryopriservation am Patienten zum Einsatz kommen.

3. Welche weiterfithrenden Untersuchungen sind fiir eine genauere Beurteilung der klini-
schen Anwendbarkeit der KAM sinnvoll?

Um die reepithelisierenden Eigenschaften der KAM nach der Kryopriservation zu evaluie-
ren, wire eine In-vitro-Studie denkbar, in der die Kultivierung kaniner kornealer Epithel-
zellen auf der kryokonservierten KAM an den Tagen 1, 90 und 180 untersucht wird. So
koénnte man feststellen, ob es auch nach einer lingeren Lagerungzeit bei - 80 °C zu einem
suffizienten Einwachsen von Epithelzellen auf der KAM kommt. Einer breiten klinischen
Anwendung koénnte ebenfalls eine experimentelle In-vivo-Studie vorangestellt werden, mit

deren Hilfe die korneale Wundheilung mit Unterstitzung der kryokonservierten KAM
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untersucht wird. Konkret kénnte anhand von standardisierten in Allgemeinanisthesie
gesetzten kornealen Defekten bei einer definierten Anzahl von Versuchshunden die
Reepithelisierung nach Behandlung mit kryokonservierten KAM untersucht werden. In der
Vergleichsgruppe sollte ein etabliertes Verfahren zum Abdecken kornealer Defekte, wie die

kerato-konkunktivale Verschiebeplastik, zur Anwendung kommen.
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Transplantat — Hund

Einleitung: Die Amnionmembran (AM) stellt aufgrund ihrer wundheilungsférdernden
und narbenreduzierenden Eigenschaften ein nitzliches Substrat zur erfolgreichen Behand-
lung kornealer Lisionen bei Mensch und Tier dar. Beim Hund kommen derzeit fiir diese
Indikation Gberwiegend xenogene Transplantate zum Einsatz, iber allogene Transplantate
liegen nur sehr wenige Informationen vor. Um die zeitnahe Verfligbarkeit der AM zu
sichern, stellt die Kryopriservation zurzeit ihre hiufigste Lagerungsmaéglichkeit iiber einen

lingeren Zeitraum von bis zu zwei Jahren dar.

Ziele der Untersuchungen: Das Ziel der vorgelegten Arbeit war die Untersuchung der
morphologischen, morphometrischen und mikrobiellen Eigenschaften der kaninen
Amnionmembran (KAM) zum Zeitpunkt der Gewinnung und iiber die Zeit der Kryopri-
servation bis zu 180 Tagen. Untersucht wurden qualititsbestimmende morphologische
Merkmale mit dem Fokus auf in der Literatur beschriebenen Indikatoren fiir Qualititsver-
luste. Weiterhin sollte anhand der Ergebnisse dieser Untersuchungen ein Ausblick bezilig-
lich der Anwendbarkeit der KAM bei kornealen Defekten als allogenes Transplantat gege-

ben werden.

Material und Methoden: Fir die Untersuchungen wurden insgesamt 26 kanine Amnien
(KAM) aus 14 Kaiserschnitten entnommen. Die histologische und mikrobiologische Beur-
teilung erfolgte an der frisch entnommenen KAM sowie an Tag 1, 90 und 180 der Kryo-
praservation. Die Untersuchung des Epithels, des Stromas, des Mikrovillisaums sowie die
morphometrische Untersuchung erfolgte an Hand von Paraffinschnitten mit Hilfe der
PAS-Reaktion. Des Weiteren wurde eine immunhistologische Darstellung des Glykopro-
teins Laminin zur Bewertung der Basalmembran (BM) des kaninen Amnions verwendet.

Die  statistische  Auswertung  erfolgte  fur jedes untersuchte  morphologi-
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sche/morphometrische Merkmal zum einen mit Hilfe deskriptiver Trendregressionen um
eine mogliche Tendenz beziiglich einer Qualititsinderung tGber die Zeit der Kryopriserva-
tion zu erkennen, zum anderen mit Hilfe von finf Medianvergleichstests, die innerhalb
dieser Merkmale sowie Uber den Zeitraum der Lagerung mogliche statistisch signifikante
Unterschiede detektieren sollten. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von 95 % (p = 0,05)

festgelegt.

Ergebnisse: Die KAM zeigte bereits vor der Kryopriservation in der lichtmikroskopi-
schen Untersuchung deutliche morphologische Alterationen, welche durch eine Epithel-
zelldegeneration, stromale Spaltenbildung sowie einen schlecht erhaltenen Mikrovillisaum
der Epithelzellen deutlich wurden. Uber die Zeit der Kryopriservation kam es grundsitz-
lich zu keiner weiteren Verschlechterung dieser Merkmale. Die fiir ein klinisch gutes Er-
gebnis relevante Basalmembran der KAM wies in den frischen, fixierten Amnionproben
(Tag 0) ebenfalls bereits eine miflige Qualitit in Bezug auf ihre Abgrenzbarkeit zu den
umliegenden Strukturen auf. Es zeigten sich allerdings nur wenige Unterbrechungen der
Immunreaktionslinie, was zu diesem Zeitpunkt als gute Integritit der BM gewertet wurde.
Diese verschlechterte sich aber tendenziell iiber die Zeit der Lagerung hin zu einer mifligen
Integritit, wobei sich die Verschlechterung zwischen Tag 90 und 180 (p = 0,07) dem fest-
gelegten Signifikanzniveau anniherte. Die Gesamtdicke der frischen, fixierten KAM ist mit
im Median 12,77 um (7,6-40,08 um) im Speziesvergleich deutlich geringer (humane
Amnionmembran 20-500 um) und zeigte zudem im zeitlichen Verlauf der Kryopriser-
vation eine leichte Reduktion, wobei diese nur zwischen den frisch fixierten Proben und
den Proben an Tag 1 der Lagerung deutlich war. Zwischen dem Merkmal Dicke der KAM
und deren Stromabeschaffenheit besteht bei den Proben der Tage 90 und 180 ein positiver
signifikanter Zusammenhang. Bei einer Verschlechterung der Stromabeschaffenheit, also
vermehrter Spaltenbildung, kommt es hier zu einem Anstieg der Gesamtdicke der Amnien.
Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung zeigten bei 11 % der Untersuchungs-
zeitpunkte ein positives bakterielles Wachstum. Hier handelte es sich mehrheitlich um
nieder- bzw. apathogene Bakterienspezies, die wahrscheinlich eine Kontamination dar-

stellen. Keine der Proben zeigte ein Wachstum von Pilzen.

Fazit: Mit der hier vorliegenden Arbeit ist es gelungen die kanine Amnionmembran erst-
malig, sowohl im frischen als auch im kryokonservierten Zustand, in ihren morphologi-
schen, morphometrischen und mikrobiellen Eigenschaften zu beschreiben. Der klinische
Einsatz der kryokonservierten KAM kann anhand der hier vorliegenden Ergebnisse fur die
Behandlung kornealer Defekte beim Hund bei ausgewihlten Patienten bereits zum jetzigen
Zeitpunkt erfolgen. Die Dauer der Kryopriservation bis zur Anwendung der KAM am
Patienten sollte einen Zeitraum von 90 Tagen aber zunichst nicht tiberschreiten. Da es sich
hierbei um ein sehr dinnes, fragiles Gewebe handelt, sollte es besonders vorsichtig mani-
puliert werden. Ob der miBige bis schlechte Zustand der KAM, sowohl im frischen als
auch kryokonservierten Zustand, einen Einfluss auf das klinische Ergebnis hat, muss durch

weiterfiihrende Studien geklirt werden.



98

7  Summary

Sophie Buchheim
Studies on the preservation of canine amnion for the use in corneal defects

Department of Small Animal Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, University of
Leipzig

Institute of Anatomy, Histology and Embryology, Faculty of Veterinary Medicine, Univer-
sity of Leipzig

Submitted april 2019
99 pages, 43 figures, 13 tables, 337 references

Keywords: canine amniotic membrane — cryopreservation — morphological/ morphomet-

ric/microbiological properties — quality loss — corneale defects — allogen —transplant — dog

Introduction: The amniotic membrane (AM) is a useful substrate for the successful treat-
ment of corneal lesions in humans and animals because of its wound-healing and scar-
reducing properties. In dogs, xenogenic grafts are currently used for this indication. There
is only little information available on allograft transplants. To ensure the timely availability
of AM, the cryopreservation currently represents the most common storage method over a

longer period of up to two years.

Objective: The aim of this study was the documentation of the morphological, morpho-
metric and microbial properties of the canine amniotic membrane (CAM) at the time of
harvesting and over the period of cryopreservation until 180 days. Quality determining
morphological characteristics were examined with a focus on indicators for quality loss,
which are described in the literature. Another goal was to use the derived results to evalute

the applicability of the CAM as an allograft in corneal defects.

Material and Methods: For the investigation, 26 canine amniotic membranes (CAM)
were obtained from 14 cesarean sections. The histological and microbiological evaluation
was conducted based on the freshly taken CAM and on day 1, 90 and 180 of the cryopre-
servation. The examination of the epithelium, stroma and microvilli, as well as the mor-
phometric analysis were performed on paraffin sections using the PAS staining method.
Furthermore, an immunohistological staining of the glycoprotein laminin was used to
evaluate the basement membrane (BM) of the canine amnion. In the statistical analysis of
each morphological/morphometric characteristic, descriptive trend regressions were
employed to detect potential quality changes during cryopreservation. Additionally, the

analysis was supplemented by five specifications of median tests, each testing for significant
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differences in characteristics between periods. The significance level was set to 95 % (p =

0.05).

Results: In the light microscopic examination, the CAM already showed distinct morpho-
logical alterations before cryopreservation, which were evident by an epithelial cell degene-
ration, stromal clefting and poorly preserved microvilli of the epithelial cells. Over the
course of cryopreservation, there was basically no further deterioration of these features. In
the fresh and fixed amnion specimens (day 0), the basement membrane of the CAM, which
is relevant for a clinically good result, also showed a moderate quality in terms of its diffe-
rentiability from the surrounding structures. However, there were only a few interruptions
of the immune response line, which, at this point, was considered as good integrity of the
BM. Unfortunately, over the storage period, it tended to deteriorate to a moderate integrity,
with the deterioration approaching the specified level of significance between day 90 and
180 (p = 0.07). With a median of 12.77 pm (7.6-40.08 pm), the total thickness of the fresh
and fixed CAM is significantly lower in the species comparison (human amniotic membra-
ne 20-500 pm) and also showed a slight reduction over the period of the cryopreservation,
which was only evident between day 0 and 1 samples. The characteristic thickness of the
CAM and its stromal constitution are significantly positively correlated for the samples of
days 90 and 180. An increase in the overall thickness of the amniotic membranes tends to
be caused by a deteriorating stromal constitution via gap formation. In 11% of analysed
days, the results of the microbiological examination exhibited positive bacterial growth,
which was caused by low or non-pathogenic bacterial species. With a high probability, the
latter have their origins in a contamination during progressing. None of the samples show-

ed fungal growth.

Conclusion: For the first time, it has been possible to describe the morphological, mor-
phometric and microbial properties of the canine amniotic membrane either in its fresh as
well in its cryopreserved state. The presented results already allow the clinical use of the
cryopreserved CAM for the treatment of corneal defects in dogs in selected cases. As a
preliminary suggestion, CAMs with cryopreservation periods of more than 90 days should
not be used in patients. Because the CAM is a very thin, fragile tissue, it should be handled
very carefully. The question of whether the moderate to poor state of CAM, in both the
fresh and cryopreserved state, has an impact on the clinical outcome, has to be answered in

future research.
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Anhang

Protokoll der immunhistologischen Farbung (Laminin)

- Entparaffinierung der Schnitte mit 2x Xylol, 2x Isoprobanol, 1x 96%igem Alkohol und
2x Xylol

- Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit 3 %igem Methanol

- Spilen mit TBS

- 15 Minuten in Aqua dest. bei 95 °C zur Minimierung der Hintergrundfirbung

- Schnitte 10 Minuten bei Raumtemperatur abkiithlen lassen

- Protease-Vorbehandlung zur Antigendemaskierung

- Sptlen mit TBS

- 30 Minuten blocken der unspezifischen Bindungen mit 5%igem Ziegenserum in TBS

- Inkubation mit dem Primarantikérper bzw. Kaninchenkontrollserum (Kaninchen -
anti - Laminin) in einer 1 : 750 Verdinnung in TBS tber Nacht bei 4 °C im Kihl-
schrank

- Spilen mit TBS

- Inkubation des Envision-Systems fur 30 Minuten bei Raumtemperatur zur Detektion
des Primirantikorpers

- Sptlen mit TBS

- Zugabe des DAB zur Visualisierung der Antigen-Antikorperreaktion

- Spilen mit TBS

- Gegenfirben mit Papanicolaou (Kernfirbung)

- Entwissern der Schnitte mit einer aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 96% iger
Alkohol, Isopropanol und 2x Xylol)

- Eindecken der Schnitte mit einem Folienband, welches mit einem Xylol 16slichen

Klebstoff beschichtet ist mit Hilfe eines Eindeckautomaten



